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Description 

BACKGROUND 

5 This invention relates to nnethods for making proteins in reconnbinant cell culture which contain the a or 
0 chains of inhibin. In particular, it relates to methods for obtaining and using DNA which encodes inhibin. 
and for making inhibin variants that depart from the amino acid sequence of natural animal or human 
inhibins and the naturally-occurring alleles thereof. 

Inhibin is a protein produced in the gonad which acts specifically at the pituitary level to inhibit the 

70 secretion of follicle-stimulating hormone (FSH). The existence of inhibin was first postulated by McCullagh 
in 1932 ("Science" 76: 19-20). Such preferential regulation of the gonadotropin secretion has generated a 
great deal of interest and has prompted many laboratories in the past fifty years to attempt to isolate and 
characterize this substance from extracts of testis, spermatozoa, rete testis fluid, seminal plasma and 
ovarian follicular fluid, using various bioassays. Although many reports have appeared in the literature 

75 claiming the purification of inhibin-like material with molecular weights ranging from 5,000 to 100,000 
daltons, subsequent studies have shown that these substances were not homogenous, did not have the high 
specific activity expected of true inhibin and/or failed to exhibit the molecular characteristics of inhibin as 
described herein (de Jong, Inhibin-Factor Artifact, "Molecular & Cellular Endocrin." 13: 1-10 (1979); Sheth 
et al ., 1984, "F.E.B.S." 165(1) 11-15; Seidah etal.. 1984, "F.E.B.S." 175(2):349-355; Lilja eTaj., March 1985, 

20 "F.E.B.S." 182(1 ):1 81 -184: Li eTal., June 1985, "Proc. Nat. Acad. Sci. USA" 82:4041-4044; Seidah et al ., 
"F.E.B.S." 167(1 ):98-1 02; and Beksac eTal., 1984, "Intern. J. Andrology" 7:389-397). 

A polypeptide having inhibin activity was purified from bovine or ovine follicular fluid (PCT 86/00078, 
published January 3, 1986). This protein was reported to have a molecular weight of 56,000±1,000 on SDS- 
PAGE and was dissociable into two subunits having apparent molecular weights of 44,000±3,000 and 

25 1 4,000±2,000. Amino terminal sequences for each subunit were described. 

Miyamoto, K. et al., Biochem. Biophys. Res. Comm. , 129(2), 1985, 396-403 disclose isolation of at least 
four inhibin-like proteins from porcine follicular fluid. One of Mr 32K was further separated into bands I, II 
and III. Band II was reduced and dissociated into two bands of Mr 20K and 13K having N-terminal 
sequences Ser-Thr-Ala-Pro and Gly-Leu-Glu-Cys respectively. 

30 EP-A-210 461 (Ajinomoto) which is part of the state of the art by virtue of Art 54(3)EPC discloses 
isolation of a polypeptide from malignant human monocytic cells. The polypeptide had a molecular weight 
of 25i1KD under non-reducing, and 16±1KD under reducing SDS electrophoresis. The amino terminal 
sequence and that of a cyanogen bromide cleavage fragment of the 16KD polypeptide were determined. 
WO86/06076 (Biotechnology Australia) which is part of the state of the art by virtue of Art. 54(3)EPC 

35 discloses DNA sequences encoding inhibin. 

Two proteins both having a molecular weight of about 32,000 daltons and having inhibin activity have 
been successfully isolated from porcine follicular fluid. Purification of porcine inhibin to substantial ho- 
mogeneity, ie. about 90% by weight of total protein in the fraction, was achieved through a combination of 
protein separation procedures including heparin-Sepharose affinity chromatography, gel filtration and 

40 reverse-phase, high-performance liquid chromatography (RP-HPLC). 

These proteins were isolated to substantial homogeneity from material obtained from swine and are 
referred to as Protein A and Protein B. Each protein has a molecular weight of about 32,000 daltons (32K) 
and is composed of two polypeptide chains having molecular weights of 18,000 and 14,000 daltons, 
respectively, the chains being linked together in the hormonally-active protein by disulfide bonding. The 

45 amino-terminal amino acid residue sequence of the 18,000 daltons (18K) or alpha chain of both proteins 
was determined to be 

Ser-Thr-Ala-Pro-Leu-Pro-Trp- 
50 pro-Trp-Ser-Pro-Ala-Ala-Leu-Arg-Leu-Lcu-Gln-Arg-Pro-Pro-Glu-Glu- 

Pro-Ala-Val. 

The amino-terminal amino acid residue sequence of the 14,000 dalton (14K) or beta chain of Protein A was 
55 determined to be 
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Gly-Leu-Glu-X-Asp-Gly-Lys-Val-Asn-Ile-X-X-Lys-Lys-Gln-Phe- 
Phe-Val-Ser-Phe-Lys-Asp-Ile-GlyTrp-Asn-Asp-Trp-lle-Ile-Ala 

5 

and of Protein B was deternnined to be 

Gly-Leu-Glu-X-Asp-Gly-Arg-Thr-Asn- 
Leu-X-X- Arg-Gln-Gln- Phe - Phc - He - Asp - Phe - Arg-Leu . 

Proteins A and B have been connpletely characterized. Each 32K protein exhibits inhibin activity in that it 
specifically inhibits the basal secretion of FSH but does not inhibit secretion of luteinizing hormone (LH). 
75 The individual chains were not hormonally-active. 

After the filing of the parent application hereto, inhibin B-chain dinners were shown to exist In follicular 
fluid as naturally-occurring substances, termed activin, which are capable of stimulating FSH release by rat 
anterior pituitary cells (Vale et al., 1986, "Nature" 321:776-779 and Ling et al., 1986, "Nature" 321 :779-782). 

The amino acid sequence of the a and chains of inhibin from humans remained unknown until the 
20 invention herein. The large quantities of human follicular fluid required to parallel the studies conducted with 
animal inhibins are not readily available, nor is there any assurance that human and animal inhibins would 
be sufficiently similar that purification using a parallel procedure would be effective. Accordingly, methods 
are needed for determining the characteristics and amino acid sequence for human inhibin. 

Also needed are economical methods for making the a and chains of inhibin in large quantities, 
25 preferably entirely and completely free of proteins from the species homologous to the inhibin in question, 
which inhibin preferably also is biologically active. 

These and other objects will be apparent from consideration of the invention as a whole. 

SUMMARY 

30 

Nucleic acid now has been isolated and cloned in replicable vectors which encodes the mature porcine 
and human a and ^ chains of inhibin and their precursor prepro and pro forms. Sequencing of inhibin- 
encoding cDNA has led to the identification of prodomain regions located N-terminal to the mature inhibin 
chains that represent coordinately expressed biologically active polypeptides. The prodomain regions or 

35 prodomain immunogens are useful in monitoring preproinhibin processing in transformant cell culture or in 
experiments directed at modulating the clinical condition or reproductive physiology of animals. Thus a or j9 
chain nucleic acid is used to prepare prodomain sequences from the precursor forms of the inhibin chains, 
to transform host cells for the recombinant expression of mature inhibin a and/or chains, and in diagnostic 
assays. In particular, regions from inhibins a and/or ^ chains are expressed in recombinant cell culture by a 

40 method comprising ligating the nucleic acid encoding the region into a replicable vector under the control of 
a promoter, transforming a host cell with the vector, culturing the host cell and recovering the prodomain, 
activin or inhibin from the cultured cell. Inhibin, activin and prodomains produced by the method of this 
invention are entirely free of homologous source proteins and can be produced in biologically active form. 
The nucleic acids identified herein encode the a, and fis chains of porcine or human inhibin. 

45 Recombinant cells are transformed to express q^Sa or a^Se inhibins, or to express ^-chain heterodimers or 
homodimers (which are collectively referred to in the literature as activin). iS-chain dimers as products of 
recombinant cells expression are free of homologous proteins with which they ordinarily are associated in 
nature. 

Inhibin or activin and their nontoxic salts, combined with a pharmaceutically acceptable carrier to form a 
50 pharmaceutical composition, are administered to mammals, including humans, for control of fertility. 
Administration of inhibin decreases fertility in female mammals and decreases spermatogenesis in male 
mammals, and administration of a sufficient amount induces infertility. Inhibin is also useful in tests to 
diagnose infertility. Activin has been shown in the literature to be capable of stimulating FSH release from 
pituitary cells and accordingly is useful as a fertility inducing therapeutic. 
55 The method of this invention also facilitates the convenient preparation of inhibin, activin and prodomain 
variants having primary amino acid sequences and/or glycosylation differing from the native analogues, in 
particular fusions of immunogenic peptides with inhibin, activin or prodomain sequences. 
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Brief Description of the Drawings 

Fig. 1A is a schematic representation of the porcine a-chain mRNA. Overlapping cDNA clones used in 
the sequence deternninatlon are shown above the diagrann of the mRNA structure. Black boxes on the 3* 

5 ends of X clones indicate that these clones were obtained by specific priming. Untranslated sequences are 
represented by a line, coding sequences are boxed. The unfilled portion represents the coding region for 
the signal peptide and pro-sequences, and the cross-hatched areas Indicates the 134 amino acid a-chaln. 
The scale is In nucleotides from the 5' end of the longest cDNA clone. 

Fig. 1B shows the nucleotide and predicted amino acid sequence of the porcine a-chaln precursor. 

10 Nucleotides are numbered at the left and amino acids are numbered throughout. The amino acid sequence 
underlined was used to design a long synthetic DNA probe. The 364 amino acid precursor Includes a 
hydrophobic signal sequence, a pro-region, and the mature a-chain (amino acids 231-364). The proteolytic 
processing site Arg-Arg (black bar) immediately precedes the NH2-termlnus of the mature alpha chain. 
Several other putative dibasic processing sites present In the pro-region are indicated by open bars. The 

75 two potential N-llnked glycosylation sites are shown by the cross-hatched bars. The AATAAA box close to 
the 3' end of the mRNA is underlined. 

Fig.2A Is a schematic representation of the porcine 0a and subunit mRNAs with coding sequences 
boxed. The 0^ and 0b subunits (dashed) are encoded towards the 3* end of the coding sequences. The 3' 
and 5' untranslated regions are shown as a line. The length of the 5* and 3* untranslated region of the 0B 

20 subunit mRNA is Inferred from the size of the mRNA (Fig. 3) and Its obvious similarity to the 0a mRNA. 
Tentative regions of the cDNAs are shown as dashed in the diagram. The relative positions of the 
overlapping ollgo-dT primed cDNA clones and the randomly primed clones (XPIN)9a5s, XPIN^SbIs, and 
XPINj8B2s) are indicated. The scale is in nucleotides from the 5* end of the 4.5 kb mRNA. 

Fig. 2B is the nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of the porcine inhlbin ^-subunit 

25 precursors. The 0b sequence Is aligned with the 0a sequence for maximum homology. The NH2 -terminal of 
the )S-subunit precursors are indicated by bracket and arrows. Cysteine residues are shaded, possible 
processing sites are Indicated by open bars, and a potential glycosylation site Is shown by the cross- 
hatched box. A very GC-rich region present 3' to the termination codon Intron sequences is underlined and 
overlined In both sequences. Amino acid sequences used to design oligonucleotide probes are underlined, 

30 as is the AATAAA polyadenylatlon signal. There was one nucleotide difference between XPIN-;8a8 and other 
clones covering this area. A G-to-A change causes a change of amino acid 278 from a glycine to a serine. 
The proteolytic processing site Arg Arg Arg Arg Arg (black bar) Immediately precedes the NH2 terminus of 
the mature 0a subunit, with the prosequences located upstream. The amino acids for the 0a subunit only 
are numbered. 

36 Fig. 3 Is a Northern blot analysis of porcine ovarian mRNA with a, 0a and 0b subunit cDNA 
hybridization probes. Lanes a, b, c, d, and f are polyA mRNA and e and g are total RNA. The position of 
the 28S and IBS ribosomal RNAs are shown. Lanes a, d, and e were hybridized with an a-subunit cDNA 
probe; lanes d, e and g with a subunit specific probe, and lane c with a 0b subunitspeclfic probe. The a- 
subunit mRNA is approximately 1.5 kb, the 0a subunit mRNAs are approximately 4.5 kb. The hybridizations 
40 shown In lanes a, b, and c were performed with probes of approximately equal length and specific activity 
in order to judge relative mRNA levels. 

Fig. 4A is a comparison of the human 0-JGF amino acid sequence and porcine inhibin 0a and ^b 
amino acid sequences. The sequences were aligned around the cysteine residues. Identical residues are 
boxed, while conservative changes are designated by an asterisk. 
45 Fig. 4B compares the a-subunit sequence with the )SA"inhibin sequence. 

Fig. 5 depicts the construction of a representative recombinant expression plasmid for porcine inhlbin. 
Fig. 6 shows the nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of the human a-lnhlbin cDNA. 
The 335 amino acid pro-or inhibin sequence is numbered from the hypothesized signal cleavage site. 
Sixteen amino acids of the signal sequence are numbered -1 through -16. Homology with the porcine 
50 sequence predicts a further 12 amino acid residues in the signal sequence. In this and other figures, 
putative dibasic processing sites are shown by the open bars, glycosylation sites Indicated by cross- 
hatched bars, and amino terminal mature chain processing sites are depicted as black bars. The poly(A) 
additional signal sequence is underlined. Cysteine residues are shaded. 

Fig. 7 is a comparison of the human and porcine a-inhibin protein sequences. Spaces are introduced to 
55 maximize the homology; positions of non-identity are indicated by stars. Numbering is as for the porcine 
sequence, which Is one amino acid shorter than the human. 

Fig. 8 shows that the nucleotide and deduced amino acid sequence of the human 0a inhibin signal 
sequence (residues -28 through -1) is 28 amino acids with the precursor being 378 amino acids In length. 
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The basic processing site is indicated by a black bar. and a potential glycosylation site in the precursor is 
indicated by a cross-hatched bar above the sequence. Cysteine residues are shaded. 

Fig. 9 illustrates the nucleotide and deduced amino acid sequence of hunnan fis inhibin cDNA. The 
sequence commences at a cysteine residue (position 7), which lines up with the cysteine present at residue 
5 7 in the 0a sequence (see Fig. 8). The processing site for the mature 0b inhibin is shown as a black bar and 
a potential glycosylation site as a cross-hatched bar. Cysteine residues are shaded. 

DETAILED DESCRIPTION 

10 The polypeptides of this invention are the a and 0 chains of inhibin, as well as their multimer forms 
(activin and inhibin), their prepro forms and their prodomains, together with glycosylation and/or amino acid 
sequence variants of each chain or form thereof. Inhibin (including alleles) from human or animal sources 
inhibits the basal release of FSH but not of LH from anterior pituitary cells while activin does the opposite 
(hereinafter referred to as "hormonally active" activin or inhibin). 

75 Generally, amino acid sequence variants will be substantially homologous with the relevant portion of 
the porcine or human a or 0 chain sequences set forth in Figs. IB, 2B, 6, 8 and 9. Substantially 
homologous means that greater than about 70% of the primary amino acid sequence of the candidate 
polypeptide corresponds to the sequence of the porcine or human chain when aligned in order to maximize 
the number of amino acid residue matches between the two proteins. Alignment to maximize matches of 

20 residue includes shifting the amino and/or carboxyl terminus, introducing gaps as required and/or deleting 
residues present as inserts in the candidate. For example, see Figs. 28 and 7 where the 0a and 0b subunits 
or human and porcine a-inhibin sequences are aligned for maximum homology. Typically, amino acid 
sequences variants will be greater than about 90% homologous with the corresponding native sequences 
shown in Figs. 18, 28, 6, 8 and 9. 

25 Variants that are not hormonally-active fall within the scope of this invention, and include polypeptides 
that may or may not be substantially homologous with either a mature inhibin chain or prodomain 
sequence, but which are 1) immunologically cross-reactive with antibodies raised against the native 
counterpart or 2) capable of competing with such native counterpart polypeptides for cell surface receptor 
binding. Hormonally inactive variants are produced by the recombinant or organic synthetic preparation of 

30 fragments, in particular the isolated 0 chains of inhibin, or by introducing amino acid sequence variations so 
that the molecules no longer demonstrate hormonal activity as defined above. 

Immunological or receptor cross-reactivity means that the candidate polypeptide is capable of competi- 
tively inhibiting the binding of the hormonally-active analogue to polyclonal antisera raised against the 
hormonally-active analogue. Such antisera are prepared in conventional fashion by injecting goats or rabbits 

35 S.C. with the hormonally-active analogue or derivative in complete Freunds adjuvant, followed by booster 
intraperitoneal or S.C. injections in incomplete Freunds. 

Variants that are not hormonally active but which are capable of cross-reacting with antisera to 
hormonally-active inhibin, activin, or prodomains are useful (a) as reagents in diagnostic assays for the 
native analogues or their antibodies, (b) when insolubilized in accord with known methods, as an agent for 

40 purifying anti-native analogue antibodies from antisera, and (c) as an immunogen for raising antibodies to 
hormonally-active analogues. 

This invention includes the pro and/or prepro sequences of the inhibin a or 0 chain precursors, or their 
immunologically or biologically active fragments, substantially free of the corresponding mature inhibin 
chains. These sequences for porcine and human inhibin are shown in Figs. IB, 28, 6, 8 and 9. The prepro 

45 sequence for the porcine a subunit precursor is the polypeptide comprised by residues 1 to about 230, 
while the 0a subunit pro sequence is comprised by residues 1 to about 308. These sequences shall be 
referred to herein as encompassing prodomain sequences. 

The a and 0 subunit prodomain sequences are comprised of several domains bounded by proteolysis 
sites, any one of which is synthesized herein separately or in combination with other domains. The principal 

50 porcine 0a domains fall within residues 1 to about 70 (domain I), about 70 to about 110 (domain II), about 
110 to about 180 (domain III), about 180 to about 260 (domain IV), and about 270 to about 309 (domain V). 
In particular, the porcine 0a domains are 



55 
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GHSAAPDCPSCALATLPKDVPNSQPEMVEAV , 
HIUMilUaaiPDVTQPVPKAALLNAl , LHVGKVGENGYVELEDDIG, 
AEMNELMEQTSEI ITFAEAGRARKTLRFEl SKEGSDLSWERAEIWLFKVPKANRTRTKV 
^ SIRLFQQQ. PQGSADAGEEAEDVGFPEEKSEVLISEKWDA, 

STWHirFVSSSIQRlJLDQGKSAlJ)IRTACEQCHETGASU^^ and 
GHSAAPDCPSCAlATlj;>a)VPNSQPEKVEAVKiaillJ©^^ . 

10 

The porcine 0b domains connprise RAAHILLHAVRVSGWLNL as well as honnologous p domains having the 
same sequences. The porcine a domains comprise 

GPEURELVIJUCVRALFLDALGPPAVTGEGGDPGV and 
GSEPEEEDVSQAIlJTATGARCGAEPAAGElJkREAEEGlJTYVGRPSQHTHSRQW 
DRQGMAAANSSGPUJDUJa-SSRGPVAVPMSUXlAPPRWAVlin^ 
SCSARPEATPFLVAHTRARPPSGGERA . 

20 

A typical combination domain polypeptide would be fip, domain II linked at its C-terminus to the NH2- 
terminus of fi^ domain III. In addition, these domains are fused together by the proteolysis sites found in the 
sequences shown in Figs. IB or 2B, by 1 to 4 residue polypeptides that are resistant to hydrolysis (for 
example, glutaminyl or histidyl residues), or are directly fused, whereby, in all three instances, combination 

25 domain polypeptides are produced. 

Principal human a chain prodomains are approximately residues 30-199 and 1 to 29, human pA 
prodomains are approximately residues 1-30, 32-40. 43-59, 62-80. 83-185 and 186-230 while human 0b 
prodomains are approximately residues 1-13, 15-30, 32-59, 62-145, 148-195 and 198-241 (referring to the 
numbering system adopted in Figs. 6, 8 and 9, respectively). Combination prodomain polypeptides are 

30 within the scope hereof, for example, the 0a prodomain at about 43-80, and 0b prodomains at about 1-30 
and about 32-145. The preferred human a, 0fi, and chain prodomains are about residues 1-29, about 43- 
80 and about 1-30, respectively. 

The intact isolated prepro or prodomain ^a. or a sequences are best synthesized in recombinant cell 
culture. The individual subcomponent domains are synthesized by routine methods of organic chemistry or 

35 by recombinant cell culture. They then are labelled with a radioisotope or other detectable group such as an 
enzyme or fluorophore in accord with known methods and used in standard competitive immunoassays to 
detect the levels of prepro or pro forms of inhibin, including individual domains, in transformants with DNA 
encoding such forms or their precursors. This assay is useful in determining whether proteolytic hydrolysis 
of proinhibin is occurring in the host transformants or their culture media. The assay also is useful in 

40 determining whether a rate limiting step in recombinant synthesis Is translation of mRNA into the prepro 
forms or processing of the prepro forms into mature inhibin. For example, high levels of prepro or pro 
inhibin in cell lysates, but relatively low levels of secreted mature inhibin, would suggest that the host cell is 
adequately transcribing and translating the inhibin DNA, but is not processing the precursors at an adequate 
rate. Thus, in this case one would select an alternate host cell rather than concentrating on improving the 

45 transcription or translation efficiency of the transforming plasmid, e.g., by selecting an alternate promoter. 
The prodomain sequences also are believed to be involved in coordinate modulation of animal physiology, 
in reproductive cycles and fertility. 

Amino acid sequence variants are any one of 1) hormonally-active, 2) cross reactive with antibodies 
raised against mature inhibin or prodomain a or 0 chain sequences, or 3) cross-reactive with inhibin/activin 

50 cell surface receptors, but are characterized by a primary amino acid sequence that departs from the 
sequence of natural inhibins or prodomain sequences. These derivatives ordinarily are prepared by 
introducing insertions, deletions or substitutions of nucleotides into the DNA encoding the target DNA to be 
modified in order to encode the variant, and thereafter expressing the DNA in recombinant cell culture. 
Polypeptides having up to about 100-150 residues also are conveniently prepared by in vitro synthesis. 

55 Such variants are characterized by the predetermined nature of the variation, a feature that sets them apart 
from naturally occurring allelic or Interspecies variation. The variants may exhibit the same qualitative 
biological activity as the naturally-occurring analogue or may act antagonistically towards such analogues. 
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While the site for introducing a sequence variation is predetermined, it is unnecessary that the mutation 
per se be predetermined. For example, in order to optimize the performance of mutation at a given site, 
random mutagenesis may be conducted at the target codon or region and the expressed inhibin mutants 
screened for the optimal combination of desired activity. Techniques for making substitution mutations at 

5 predetermined sites in DNA having a known sequence is well known, for example M13 primer mutagenesis. 
Mutagenesis is conducted by making amino acid insertions, usually on the order of about from 1 to 10 
amino acid residues, or deletions of about from 1 to 30 residues. Deletions or insertions preferably are 
made in adjacent pairs, i.e. a deletion of 2 residues or insertion of 2 residues. Substitutions, deletions, 
insertions or any subcombination may be combined to arrive at a final construct. Insertions include amino or 

10 carboxyl-terminal fusions, e.g. a hydrophobic extension added to the carboxyl terminus. Preferably, 
however, only substitution mutagenesis is conducted. Obviously, the mutations in the encoding DNA must 
not place the sequence out of reading frame and preferably will not create complementary regions that 
could produce secondary mRNA structure. 

Not all mutations in the DNA which encode the polypeptides herein will be expressed in the final 

75 secreted product. For example, a major class of DNA substitution mutations are those in which a different 
secretory leader or signal has been substituted for the native porcine or human a or j3 chain secretory 
leader, either by deletions within the leader sequence or by substitutions, wherein most or all of the native 
leader is. exchanged for a leader more likely to be recognized by the intended host. For example, in 
constructing a procaryotic expression vector the porcine or human a or p chain secretory leader is deleted 

20 in favor of the bacterial alkaline phosphatase or heat stable enterotoxin II leaders, and for yeast the leader is 
substituted in favor of the yeast invertase, alpha factor or acid phosphatase leaders. However, the porcine 
and human secretory leaders are recognized by many heterologous higher eukaryotic cells. When the 
secretory leader is "recognized" by the host, the host signal peptidase is capable of cleaving a fusion of the 
leader polypeptide fused at its C-terminus to the mature inhibin or prodomain such that mature inhibin or 

25 prodomain polypeptide is secreted. 

Another major class of DNA mutants that are not expressed in final form as amino acid sequence 
variations are nucleotide substitutions made in the DNA to enhance expression, primarily to avoid 5' stem 
and loop structures in the transcribed mRNA (see de Boer et aj., EP 75,444A) or to provide codons that are 
more readily transcribed by the selected host, e.g. the well-known preference codons for E. coli or yeast 

30 expression. These substitutions may or may not encode substituted amino acid residues, but preferably do 
not. 

Insertional and deletional amino acid sequence variants are proteins in which one or more amino acid 
residues are introduced into or removed from a predetermined site in the target inhibin, activin, prodomain 
or preform of inhibin or activin. Most commonly, insertional variants are fusions of heterologous proteins or 

35 polypeptides to the amino or carboxyl terminus of the a or j8 chains, the prodomains or other inhibin 
derivatives. Immunogenic derivatives are made by fusing an immunogenic polypeptide to the target 
sequence, e.g. a prodomain polypeptide, by synthesis in vitro or by recombinant cell culture transformed 
with DNA encoding the fusion. Such immunogenic polypeptides preferably are bacterial polypeptides such 
as trpLE, beta-galactosidase and the like, together with their immunogenic fragments. Other insertions entail 

40 inserting heterologous eukaryotic (e.g. the herpes virus gD signal) or microbial secretion signal or protease 
processing sequences upstream from the NHa-terminus of the protein to be secreted. Deletions of cysteine 
or other labile residues also may be desirable, for example in increasing the oxidative stability of the a or p 
chain. Deletion derivatives will produce a or chain fragments. Such fragments, when biologically or 
immunologically active, are within the scope herein. For instance, a fragment comprising fis or 0a residues 

45 about from 11 to 45 (numbered from mature Glyi) is to be included within the scope herein. 

Immunogenic conjugates of prodomain polypeptides, inhibin and activin are readily synthesized in 
recombinant cell culture as fusions with immunogenic polypeptides, e.g. beta-lactamase or viral antigens 
such as herpes gD protein, or by preparation of the polypeptides in unfused form (by recombinant or in 
vitro synthetic methods) followed by covalent cross-linking to an immunogenic polypeptide such as keyhole 

50 limpet hemocyanin or STI using a divalent cross-linking agent. The immunogenic polypeptides are 
formulated with a vaccine adjuvant, e.g. alum or Freunds. Methods for preparing proteins in adjuvants and 
for cross-linking are well-known per se and would be employed by one skilled in the art, as are methods for 
vaccinating animals. The immunogenic conjugates are useful in preparing antibodies to the prodomain 
region for use in monitoring inhibin manufacture or for in vivo vaccination with the objective of raising 

55 antibodies capable of modulating animal physiology in reproductive cycles and fertility. Typically, the 
prodomain or its immunogen is administered in varied doses to fertile laboratory animals or swine and the 
reproductive cycles and fertility of the animals monitored, together with assays of serum levels of anti- 
immunogen or prodomain by routine competitive or sandwich immunoassay. 
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Substitution derivatives are produced by mutating the DNA in a target codon, so that thereafter a 
different amino acid is encoded by the codon, with no concomitant change in the number of residues 
present in the molecule expressed from the mutated DNA. Substitutions or deletions are useful for example 
in increasing the stability of the proteins herein by eliminating proteolysis sites, wherein residues are 

5 substituted within or adjacent to the sites or are deleted from the sites, or by introducing additional disulfide 
bonds through the substitution of cysteine for other residues. Substitutions are useful for facilitating the 
synthesis or recovery of mature or prodomain a or 0 chains. For example, methionine residues within the 
mature inhibin sequences are substituted or deleted, prepro sequences deleted, methionine inserted at the 
-1 site immediately NH2 terminal to the mature NH2 terminal residue and another sequence inserted N- 

70 terminal to the exogenous methionine. The inhibin derivative in this case is expressed as a fusion having an 
intermediate methionyl residue, which in turn is cleaved at this residue by cyanogen bromide in accordance 
with known practice. The mature inhibin derivative released from the fusion is recovered. 

Exemplary porcine inhibin derivatives are [Asn266->Gln]lnha (to remove the putative glycosylation site), 
[CyS325 or CyS324->A]lnha, [Cysaei or Cys363->A]lnha, [Lys32i or Lys322->A]lnhi8A or [Lys322->His or 

76 Ser]lnhj9A (to inactivate a potential proteolysis site), [Lys3i5->Arg; Val3i6->Thr] Inhi^A (to create a 0A^fiB 
hybrid), [Cysssa or Cys39o->A]lnhj9A, [LyS4ii->Gln]lnhj8A, [Arg3i5->Lys, Val3i6->Thr]lnhj9B (to create a 
^B^0A hybrid), [Cys3i9 or Cys32o->A]lnh)SB [Prossi Gly382-> Pro Phe GlyJInh^Se. and [Arg395->Gln]lnh)SB. 
wherein Inh is an abbreviation for inhibin and the residue members for Inh^Se are those used for the 
corresponding Inh^SA residue (see Fig. 2B). 

20 The InhjSA amino acid positions which are principal candidates for mutational substitution or deletion (or 
adjacent to which residues may be inserted) include residues 293-297, 364-376 and 387-398 (Fig. 8). 
Preferably, the proline, cysteine and glycine residues within these sequences are not modified. Candidates 
having greater potency than inhibin or activin, or which serve as inhibin or activin antagonists, are identified 
by a screening assay wherein the candidate is diluted into solutions containing constant amounts of inhibin 

25 or activin and the compositions assayed in the rat pituitary cell assay. Candidates which neither antagonize 
or agonize inhibin or activin are screened for utility in immunoassays for inhibin or activin by measuring 
competitive immunodisplacement of labelled inhibin or activin of the native hormones from polyclonal 
antibody directed against the native hormones. Exemplary contemplated sequence variants of Inh^A include 
Phe302->lie or Leu; Gln297->Asp or Lys; Trp307->Tyr or Phe; Trp3io->Tyr or Phe; lle3ii->Phe or Val; 

30 Tyr3i7->Trp or Thr; His3i8->Lys; Ala3i9->Ser; Asn32o->Gln, Tyr or His; Tyr32i->Thr or Asp, Phe340->Tyr (a 
TGF'fi/PA intrachain hybrid); HiS353->Asp; His353->Lys (a Pa^^b hybrid); Phe356->Tyr; Val364->Phe; Val364- 
>Leu; Tyr375->Thr; Tyr376->Trp; Asn389->Gln, His or Lys; lle39i->Leu or Thr; Met39o ->Leu or Ser; Val392- 
>Phe, Glu, Thr or He. Comparable modifications are made in the human fis chain. For example. Inh^SA 
contains a phenylalanyl residue at position 302, and Inh/de also contains a phenylalanyl residue at a 

35 homologous position (264, Fig. 9) when aligned in the same fashion as is shown for porcine 0b in Fig. 4A. 
Thus, since the Phe302residue of ^a is described above as substituted by isoleucinyl or leucinyl, the Phe264 
of jSs is substituted with the same residues. 

A factor in establishing the identity of a polypeptide as inhibin, activin or an inhibin variant is the ability 
of antisera which are capable of substantially neutralizing the hormonal activity of mature inhibin or activin 

40 to also substantially neutralize the hormonal activity of the polypeptide in question. However it will be 
recognized that immunological identity and hormonal activity are not necessarily coextensive. For example, 
a neutralizing antibody for inhibin may not bind a candidate protein because the neutralizing antibody 
happens to not be directed to specifically bind a site on inhibin that is critical to its activity. Instead, the 
antibody may bind an innocuous region and exert its neutralizing effect by steric hinderance. Therefore a 

45 candidate protein mutated in this innocuous region might no longer bind the neutralizing antibody, but it 
would nonetheless be inhibin in terms of substantial homology and biological activity. 

It is important to observe that characteristics such as molecular weight, isoelectric point and the like for 
a native or wild type mature inhibin or activin obtained from follicular fluid or other tissue sources are 
descriptive only for the native form. Variants contemplated by the foregoing definition will include other 

50 polypeptides which will not exhibit all of the characteristics of native analogue. For example, inhibin 
derivatives like the insertion mutants, deletion mutants, or fusion proteins described above will bring inhibin 
outside of the molecular weight established for the corresponding native inhibin because fusion proteins 
with mature inhibin or proinhibin itself as well as insertion mutants will have a greater molecular weight than 
native, mature inhibin. On the other hand deletion mutants of native, mature inhibin will have a lower 

55 molecular weight. Finally, post-translational processing of preproinhibin chains in heterologous cell lines 
may not be accomplished with the fidelity exercised by the homologous host cell, thereby resulting in some 
variation in the amino termini of the a and/or 0 chains. This variation may be encountered as residual 
prosequence remaining with the mature protein, or the loss of several mature residues that are cleaved off 
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with the prosequence. The same is true with processing of the preprotein in heterologous recombinant cells. 

Covalent modifications of inhibin, activin or prodomains are included within the scope hereof and 
include covalent or aggregative conjugates with other chemical moieties. Covalent derivatives are prepared 
by linkage of functionalities to groups which are found in the inhibin amino acid side chains or at the N-or 

5 C-termini, by means known in the art. For example, these derivatives will include: aliphatic esters or amides 
of the carboxyl terminus or residues containing carboxyl side chains, e.g., aspartyl residues; 0-acyl 
derivatives of hydroxyl group-containing residues such as seryl or alanyl; and N-acyl derivatives of the 
amino terminal amino acid or amino-group containing residues, e.g. lysine or arginine. The acyl group is 
selected from the group of alkyl-moleties (including C3 to CIO normal alkyi), thereby forming alkanoyi 

10 species, and carbocyclic or heterocyclic compounds, thereby forming aroyl species. The reactive groups 
preferably are difunctional compounds known per se for use In cross-linking proteins to insoluble matrices 
through reactive side groups, e.g. m-Maleimidobenzoyl-N-hydroxy succlnlmide ester. Preferred derivatiza- 
tion sites are at histidlne residues. 

Covalent or aggregative derivatives of mature inhibin, activin or prodomain sequences are useful as 

75 reagents in immunoassay or for affinity purification procedures. For example, Inhibin or prodomain Is 
insolubillzed by covalent bonding to cyanogen bromide-activated Sepharose® by methods known per se or 
adsorbed to polyolefin surfaces (with or without glutaraldehyde cross-linking) for use In the assay or 
purification of anti-inhibin or anti-prodomain antibodies or cell surface receptors. Inhibin or a prodomain 
sequence also is labelled with a detectable group, e.g., radiolodinated by the chloramine T procedure, 

20 covalently bound to rare earth chelates or conjugated to another fluorescent moiety for use in diagnostic 
assays, especially for diagnosis of inhibin or prodomain levels In biological samples by competitive-type 
Immunoassays. 

DNA which encodes the complete a and ^ chains of inhibin/activin is obtained by chemical synthesis, 
by screening reverse transcripts of mRNA from ovary, or by screening genomic libraries from any cell. It 

25 may be more efficient to simply synthesize portions of the DNA desired since screening is required to 
identify DNA to cDNA or genomic libraries that encode the a and chains. Synthesis also Is advantageous 
because unique restriction sites can be introduced at the time of preparing the DNA, thereby facilitating the 
use of the gene in vectors containing restriction sites otherwise not present in the native sequence, and 
steps can be taken to enhance translatlonal efficiency as discussed above, without the need to further 

30 modify the DNA as by mutagenesis or the like. cDNA encoding the a or chains Is free of untranslated 
intervening sequences (introns) as well as free of flanking DNA encoding other proteins homologous to their 
source. 

DNA encoding the a and j8 chains is obtained from other sources than porcine and human by (a) 
obtaining a cDNA library from the ovary of the target animal, (b) conducting Southern analysis with labelled 

35 DNA encoding porcine or human a and chains or fragments thereof (generally, greater than 100 bp) in 
order to detect clones in the cDNA library that contain homologous sequences, (c) analyzing the clones by 
restricting enzyme analysis and nucleic acid sequencing so as to Identify full-length clones and, if full length 
clones are not present in the library, recovering appropriate fragments from the various clones and ligating 
them at restriction sites common to the clones to assemble a clone encoding the full-length molecule. As 

40 shown infra , any sequences missing from the library can be obtained by the 3' extension on ovarian mRNA 
of synthetic oligodeoxynucleotides complementary to cDNA Identified by screening the library, or homolo- 
gous sequences are supplied from known animal cDNAs. This Is particularly useful In constructing pre or 
prepro Inhibin sequences to facilitate processing of preproinhibin to mature Inhibin from the desired 
species. 

45 Porcine and human ovarian cDNA libraries Initially were probed for DNA encoding Inhibin sequences 
using labelled oligonucleotides whose sequence was based on the partial amino acid sequence determined 
from analysis of purified porcine inhibin or, in the case of human cDNA, porcine cDNA probes. However, 
once having described cDNA encoding human and porcine inhibin and prodomains, one skilled in the art 
would realize that precisely hybridizing probes can be prepared from the described sequences in order to 

50 readily obtain the remainder of the desired human or porcine gene. 

Nucleotide sequence analyses of Identified porcine and human cDNA clones revealed the structures of 
the blosynthetic precursors of both forms of Inhibin. Interestingly, the two inhibin chains are not derived 
from a single processed precursor. Instead, the two chains are translated from separate mRNAs and then 
assembled into the disulfide crosslinked two-chain molecule. 

55 Figs. 1B and 2B and 6, 8 and 9 depict the DNA encoding the polypeptide chains constituting porcine 
and human preproinhibin and preproactivin. Obviously, degenerate codons may be substituted for those 
disclosed In these figures where the same amino acid is encoded. The DNA of Figs. 1B, 28, 6, 8 and 9 is 
mutated in order to encode the amino acid variants of the a and ^Schalns described above. In particular, the 
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prepro sequences are deleted and a start codon inserted imnnediately 5' to the mature chain in question so 
that the chain is expressed directly in recombinant culture. The DNA also is labelled, e.g. with radioactive 
phosphorous, and used to screen ovarian cDNA libraries from other species to identify a or ^9 chain 
encoding DNA from such other species as is generally described above. 

5 Covalent labelling of this DNA is accomplished with a detectable substance such as fluorescent group, 
a radioactive atom or a chemiluminescent group by methods known per se. The labelled DNA is then used 
in conventional hybridization assays. Such assays are employed in identifying vectors and transformants as 
described in examples infra , or for in vitro diagnosis such as detection of mRNA in tissues. 

Lengthy sequences desirably are synthesized in host cells transformed with vectors containing DNA 

70 encoding them, e.g. inhibin or prodomain sequence. Vectors are used to amplify the DNA which encodes 
the chains, either in order to prepare quantities of DNA for further processing (cloning vectors) or for 
expression of the chains (expression vectors). An expression vector is a replicable DNA construct in which a 
DNA sequence encoding an a or ^9 chain is operably linked to suitable control sequences capable of 
effecting their expression in a suitable host. Cloning vectors need not contain expression control sequences. 

75 Such control sequences include a transcriptional promoter, an optional operator sequence to control 
transcription, a sequence encoding suitable mRNA ribosomal binding sites (for prokaryotic expression), and 
sequences which control termination of transcription and translation. The vector should include a selection 
gene to facilitate the stable expression of the desired polypeptide and/or to identify transformants. However, 
the selection gene for maintaining a and/or chain expression can be supplied by a separate vector in 

20 cotransformation systems using eukaryotic host cells. 

Vectors comprise plasmids, viruses (including phage), and integratable DNA fragments i.e., fragments 
that are integratable into the host genome by recombination. The vectors described herein for use in 
eukaryotic cell expression of inhibin a and/or fi chains contain plasmid sequences for cloning in microbes, 
where the plasmid replicates autonomously from the host genome, but the DNA is believed to integrate into 

25 the eukaryotic host cell genome upon transformation. Similarly, bacillus vectors that genomically integrate 
by homologous recombination in bacillus also are useful. However, all other forms of vectors which serve an 
equivalent function and which are, or become, known in the art are suitable for use herein. 

Suitable vectors generally will contain replicon (origins of replication, for use in non-integrative vectors) 
and control sequences which are derived from species compatible with the intended expression host. 

30 Transformed host cells are cells which have been transformed or transfected with vectors containing inhibin 
a and/or chain encoding DNA. Transformed host cells contain cloned DNA and, when transformed with an 
expression vector, also express the a and/or ^ chains. The expressed polypeptides will be deposited 
intracellularly or secreted into either the periplasmic space or the culture supernatant, depending upon the 
host cell selected and the presence of suitable processing signals in the expressed protein, e.g. homolo- 

35 gous or heterologous signal sequences. 

DNA regions are operably linked when they are functionally related to each other. For example, DNA for 
a presequence or secretory leader is operably linked to DNA for a polypeptide if it is expressed as a 
preprotein which participates in the secretion of the polypeptide; a promoter is operably linked to a coding 
sequence if it controls the transcription of the sequence; or a ribosome binding site is operably linked to a 

40 coding sequence if it is positioned so as to permit translation. Generally, operably linked means that the 
DNA sequences being linked are contiguous and, in the case of secretory leaders, contiguous and in 
reading phase. 

Suitable host cells are prokaryotes, yeast or higher eukaryotic cells. Prokaryotes include gram negative 
or gram positive organisms, for example E. coli or Bacilli. Higher eukaryotic cells include established cell 

45 lines of mammalian origin as described below. A preferred host cell is E. coli 294 (ATCC 31,446) although 
other prokaryotes such as E. coli B, E. coli XI 776 (ATCC 31 537), E. coli W3110 (ATCC 27 325), 
pseudomonas species, or Serratia Marcesans are suitable. 

Expression vectors for host cells ordinarily include an origin of replication (where extrachromosomal 
amplification is desired, as in cloning, the origin will be a bacterial origin), a promoter located upstream from 

50 the inhibin coding sequences, together with a ribosome binding side (the ribosome binding or Shine- 
Dalgarno sequence is only needed for prokaryotic expression), RNA splice site (if the inhibin DNA contains 
genomic DNA containing one or more introns), a polyadenylation site, and a transcriptional termination 
sequence. As noted, the skilled artisan will appreciate that certain of these sequences are not required for 
expression in certain hosts. An expression vector for use with microbes need only contain an origin of 

56 replication recognized by the intended host, a promoter which will function in the host and a phenotypic 
selection gene, for example, a gene encoding proteins conferring antibiotic resistance or supplying an 
auxotrophic requirement. Inhibin DNA is typically cloned in E. coli using pBR322, a plasmid derived from an 
E. coli species (Bolivar, et al., 1977 "Gene" 2: 95). pBR322 contains genes for ampicillin and tetracycline 
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resistance and thus provides easy means for identifying transformed cells. 

Expression vectors, unlike cloning vectors, must contain a promoter which is recognized by the host 
organism. This is generally a promoter homologous to the intended host. Promoters most commonly used 
in recombinant DNA construction Include the j8-lactamase (penicillinase) and lactose promoter systems 

5 (Chang et al., 1978, "Nature", 275: 615; and Goeddel et al., 1979, "Nature" 281: 544), a tryptophan (trp) 
promoter system (Goeddel et al., 1980, "Nucleic Acids Res." 8: 4057 and EPO Appl. Publ. No. 36,776) and 
the tac promoter [H. De Boer et al., 1983. "Proc. Nafl. Acad. Sci. U.S.A." 80: 21-25]. While these are the 
most commonly used, other known microbial promoters are suitable. Details concerning their nucleotide 
sequences have been published, enabling a skilled worker operably to ligate them to DNA encoding inhibin 

10 in plasmid vectors (Siebenlist et al., 1980, "Ceil" 20: 269) and the DNA encoding inhibin or its derivative. 
Promoters for use in prokaryotic expression systems also will contain a Shine-Dalgarno (S,D.) sequence 
operably linked to the DNA encoding the inhibin, i.e., the S.D. sequence is positioned so as to facilitate 
translation. Generally, this means that the promoter and S.D. sequences located upstream from the second 
codon of a bacterial structural gene are substituted for the sequences of prepro inhibin located 5* to the 

75 mature a and/or j9 chains. 

In addition to prokaryotes, eukaryotic microbes such as yeast cultures are transformed with inhibin- 
encoding vectors. Saccharomyces cerevisiae , or common baker's yeast, is the most commonly used 
among lower eukaryotic host microorganisms. However, a number of other strains are commonly available 
and useful herein. Yeast vectors generally will contain an origin of replication from the 2 micron yeast 

20 plasmid or an autonomously replicating sequence (ARS), a promoter, DNA encoding the a and/or 0 chain, 
sequences for polyadenylation and transcription termination, and a selection gene. A suitable plasmid for 
expression in yeast is YRp7, (Stinchcomb et al., 1979, "Nature", 282: 39; Kingsman et al.. 1979, "Gene". 7: 
141; Tschemper et al., 1980, "Gene", 10:157). This plasmid already contains the trpi gene which provides 
a selection marker for a mutant strain of yeast lacking the ability to grow in tryptophan, for example ATCC 

26 No. 44076 or PEP4-1 (Jones, 1977, "Genetics", 85: 12). The presence of the trpI lesion in the yeast host 
cell genome then provides an effective environment for detecting transformation by growth in the absence 
of tryptophan. 

Suitable promoting sequences in yeast vectors include the promoters for metallothionein, 3- 
phosphoglycerate kinase (Hitzeman et al., 1980, "J. Biol. Chem.", 255: 2073) or other glycolytic enzymes 

30 (Hess et al., 1968, "J. Adv. Enzyme Reg.", 7: 149; and Holland et al., 1978. "Biochemistry", 17, 4900), such 
as enolase, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, hexokinase, pyruvate decarboxylate, phosphofruc- 
tokinase, glucose-6-phosphate isomerase, 3-phosphoglycerate mutase, pyruvate kinase, triosephosphate 
isomerase, phosphoglucose isomerase, and glucokinase. Suitable vectors and promoters for use in yeast 
expression ar further described in R. Hitzeman et al., EP 73,657A. 

35 Other yeast promoters, which have the additional advantage of transcription controlled by growth 
conditions, are the promoter regions for alcohol dehydrogenase 2, isocytochrome C, acid phosphatase, 
degradative enzymes associated with nitrogen metabolism, and the aforementioned metallothionein and 
glyceraldehyde-3- phosphate dehydrogenase, as well as enzymes responsible for maltose and galactose 
utilization. In constructing suitable expression plasmids. the termination sequences associated with these 

40 genes are also ligated into the expression vector 3* of the inhibin or derivative coding sequences to provide 
termination and polyadenylation of the mRNA. 

Cultures of cells derived from multicellular organisms are the preferred host cells herein because it is 
believed that expression of hormonally active inhibin or activin will only occur in such cells, with microbial 
expression resulting at most only in immunological cross-reactivity. In principle, any higher eukaryotic cell 

46 culture is workable, whether from vertebrate or invertebrate culture. Propagation of vertebrate cells in 
culture per se has become a routine procedure in recent years [ Tissue Culture , Academic Press, Kruse and 
Patterson, editors (1973)]. 

Suitable host cells for expressing a or chains in higher eukaryotes include: monkey kidney CVI line 
transformed by SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); baby hamster kidney cells (BHK, ATCC CRL 10); Chinese 

50 hamster ovary-cells-DHFR (described by Uriaub and Chasin. PNAS (USA) 77: 4216. [1980]); mouse Sertoli 
cells (TM4. Mather, J.P., Biol. Reprod. 23: 243-251 [1980]); monkey kidney cells (CVI ATCC CCL 70); 
african green monkey kidney cells (VERO-76, ATCC CRL-1587); human cervical carcinoma cells (HELA, 
ATCC CCL 2); canine kidney cells (MDCK, ATCC CCL 34); buffalo rat liver cells (BRL 3A. ATCC CRL 
1442); human lung cells (W138. ATCC CCL 75); human liver cells (Hep G2i HB 8065); mouse mammary 

66 tumor (MMT 060652. ATCC CCL 51); rat hepatoma cells (HTC. Ml. 54. Baumann, M.. et al.. J. Cell Biol. 85: 
1-8 [1980]) and TRI cells (Mather, J.P. et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383: 44-68 [1982]). 

The transcriptional and translation control sequences in vertebrate cell expression vectors preferably are 
provided from viral sources. For example, commonly used promoters are derived from polyoma. Adenovirus 
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2, and most preferably Simian Virus 40 (SV40). The early and late promoters of SV40 are particularly useful 
because both are obtained easily from the virus as a fragment which also contains the SV40 viral origin of 
replication (Fiers et al., 1978, "Nature", 273: 113). Smaller or larger SV40 fragments may also be used, 
provided the approximately 250 bp sequence extending from the Hind III site toward the Bgl I site located in 

5 the viral origin of the replication is included. Further, it is also possible to utilize the genomic promoters, 
control and/or signal sequences normally associated with the a or /3-chains, provided each control 
sequences are compatible with and recognized by the host cell. 

An origin of replication may be provided either by construction of the vector to include an exogenous 
origin, such as may be obtained from SV40 or other viral (e.g. Polyoma, Adenovirus, VSV, or BFV) source, 

70 or may be provided by the host cell chromosomal replication mechanism. If the vector is integrated into the 
host cell chromosome, the latter is often sufficient. 

Rather than using vectors which contain viral origins of replication, mammalian cells are cotransformed 
with DNA encoding a selectable marker and DNA encoding the a and/or chains. An example of a suitable 
selectable marker is dihydrofolate reductase (DHFR) or thymidine kinase. Such markers are proteins, 

75 generally enzymes that enable the identification of transformant cells, i.e., cells which had been competent 
to take up exogenous DNA. Generally, identification is by survival of transformants in culture medium that is 
toxic to untransformed cells or from which the cells cannot obtain a critical nutrient without having taken up 
the marker protein. 

In selecting a preferred host mammalian cell for transfection by vectors which comprise DNA 

20 sequences encoding both inhibin and DHFR, it is appropriate to select the host according to the type of 
DHFR protein employed. If wild type DHFR protein is employed, it is preferable to select a host cell which 
is deficient in DHFR thus permitting the use of the DHFR coding sequence as marker for successful 
transfection in selective medium which lacks hypoxanthine, glycine, and thymidine (hgt"). An appropriate 
host cell in this case is the Chinese hamster ovary (CHO) cell line deficient in DHFR activity, prepared and 

25 propagated as described by Uriaub and Chasin, 1980, "Proc, Nafl. Acad. Sci." (USA) 77: 4216. 

On the other hand, if DNA encoding DHFR protein with low binding affinity for methotrexate (MTX) is 
used as the controlling sequence, it is not necessary to use DHFR resistant cells. Because the mutant 
DHFR is resistant to MTX, MTX containing media can be used as a means of selection provided that the 
host cells are themselves MTX sensitive. Most eukaryotic cells which are capable of absorbing MTX appear 

30 to be methotrexate sensitive. One such useful cell line is a CHO line, CHO-KI (ATCC No. CCL 61). 
Preferably, transformants are first selected for neomycin resistance (the transfection is conducted together 
with DNA encoding the neomycin resistance gene), followed by MTX amplification of the a and/or ^ chain 
expression as the case may be. See Kim et al., "Cell" 42: 129-138 (1985) and EP 160,457A. 

Other methods suitable for adaptation to the synthesis of a and/or ^ chains in recombinant vertebrate 

35 cell culture are described in M-J. Gething et al., "Nature" 293: 620-625 (1981); N. Mantei et al., "Nature" 
281: 40-46; and A. Levinson et al., EP 117,060A and 117,058A. 

The inhibin a chain is expressed in recombinant cell culture with or without either of the jS-chain 
molecules. Similarly, host cells are transformed with DNA encoding either or both of the mature )9-chains. 
Based on analogy to TGF-^S, the mature )9-chains are capable of forming homodimers or ^/^I^b 

40 heterodimers upon expression in recombinant culture. These structures are not inhibin and will be referred 
to herein as j9-chain dimers or activin. These are useful in the preparation of active inhibin, serving as 
sources of the )9-chain, or are used as gel electrophoresis standards to detect the diversion into j8-chain 
dimers of ^-chains synthesized in a and chain cotransformants. As will be seen in Example 4, this is not 
a hypothetical problem. Of course, the dimers are also useful in modulating reproduction as noted above. 

4b j8-chain hetero or homodimers are separated by in vitro unfolding of the individual chains followed by 
oxidative disulfide bond formation with the a-chain in accord with processes generally known per se. 
Preferably, however, in preparing mature inhibin the recombinant host is transformed with DNA encoding 
both the a and either of the jS-chains. The intact hormonally active molecule is then assembled by the host 
cell in vivo , and it is thus unnecessary to combing the two chains by in vitro processing. The DNA encoding 

50 the a and /3-chains is preferably located on the same vector, and under the control of the same promoter, 
but this is not essential. 

Certain )9-chain amino acid sequence variants identified in the screening procedure will not bind to 
pituitary cell surface receptors nor as a consequence will they exhibit hormonal activity. Such variants, when 
expressed as homodimers in recombinant cell culture, are useful in immunoassays for activin when they 
55 bear immunological epitopes cross-reactive with the native /9-chain. In addition, such variants are coexpres- 
sed with DNA encoding hormonally active ;9-chain to yield a hybrid bearing native and variant iS-chain. In 
this case the variant serves to stabilize the structure of the native j8-chain. This form of )S-chain heterodimer 
is useful, like the homodimer, in immunoassays for activin. It may also function as an activin antagonist. 
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The activin/inhibin j8-chains also are coexpressed with TGF-fi in order to produce i3-chain/TGF-)S 
hybrids. Vectors and nnethods for the expression of TGF-jS are known. For example, see Derynck et al., 
Human Transforming Growth Factor-)9 Complementary DNA Sequence and Expression in Normal and 
Transformed Cells "Nature" 316: 701-705 (1985). Contransformation of mammalian host cells by vectors 

5 bearing the JGf-0 gene as described by Derynck et al. together with the or fis chains of activin/inhibin 
will result in secretion of a proportion of a jS-chain/TGF-jS hybrid dimers. This hybrid is useful in preparing 
TGF-^/^-chain immunogens or in immunoassays. 

Inhibin, activin or prodomain sequences are recovered from transformed cells in accord with per se 
known procedures. When a polypeptide is expressed in recombinant bacteria as a refractile body, the 

70 desired polypeptide is recovered and refolded by conventional methods. Alternatively, the culture super- 
natants from transformed cells that secrete activin or inhibin, preferably mammalian cells, are simply 
separated from the cells by centrifugation. Then the inhibin generally is purified by successive purification 
procedures that include heparin-Sepharose affinity chromatography, gel filtration and at least one and 
preferably several RP-HPLC (reverse phase high pressure liquid chromatography) steps using different 

76 conditions in the stationary phase and/or mobile phase. Prodomain sequences produced by in vitro 
synthesis will be purified by conventional methods. 

The prodomain polypeptides that are preferred for use herein are recovered from the culture media of 
recombinant cells transformed to synthesize the a and/or chains as appropriate for the desired 
prodomain. Specifically, they are recovered by separating the culture medium polypeptides on native 

20 electrophoresis gel, excising bands having the predicted molecular weight and thereafter purifying the 
eluted polypeptides further, for example by FPLC or HPLC, followed by amino acid sequence determination 
for the substantially homogeneous separated polypeptides. Purified prodomain polypeptides then are used 
to raise antibodies, e.g., in rabbits, which when used in immunoaffinity purification will simplify the recovery 
of the prodomains. 

25 In the preferred procedure for isolating porcine hormonally active inhibin. clarified transformant culture 
supernatant or cell lysate^is first purified by heparin-Sepharose® affinity chromatography, next by gel 
filtration on Sephacryl® S-200 gel and then with four successive RP-HPLCs using different mobile phase 
gradients and/or derivatized silica supports. Preferably, stationary phases having relatively low hydrophobic- 
ity are used, with C3-C8 columns being preferred and C3-C5 and phenyl columns being particularly 

30 preferred. Solute specificity of the mobile phase is preferably adjusted by varying the concentration of an 
organic component, particularly acetonitrile. Although a single RP-HPLC fractionation significantly increases 
the purity relative to the gel-filtrated material, two or more, and preferably four, RP-HPLC purifications are 
generally performed subsequent to successive treatment by heparin-Sepharose chromatography and gel 
filtration. This method has been found to be adaptable to the purification of human inhibin from recombinant 

35 cell culture as well. 

The first step of the purification is heparin-Sepharose affinity chromatography, in which the protein is 
adsorbed to the Sepharose-bound heparin moieties under application conditions, and the adsorbed inhibin 
material is recovered by 1M NaCI elution. This step greatly expedites the purification procedure for crude 
extracts because it allows a relatively large volume of a crude extract to be processed fairly rapidly while 
40 recovering an amount of protein exhibiting total inhibin activity equal to at least 90% of that of the crude 
extract. 

For the detection of inhibin activity in the various column fractions, aliquots ranging from 0.01% to 0.1% 
by volume are removed, and after added 100 ug human serum albumin in 100 ul water, the solvents were 
evaporated in a Speed-Vac concentrator (Savant, Hicksville, N.Y.). The residue as redissolved in 3 ml 1% 

46 fetal bovine serum in HDMEM, filtered through a Miliex-GS 0.22 nm filter (Millipore Corp., Bedford, MA) and 
assayed in duplicate. To speed up the bioassays during the purification process, only basal inhibition of 
FSH secretion exerted by the inhibin activity is determined and plotted in the region where the inhibin 
proteins were expected to migrate in the chromatograms. 

To perform the heparin-Sepharose affinity chromatography, cell debris is spun down in a Beckman J2- 

50 21 centrifuge (Beckman Instruments, Inc., Palo Alto, CA.) using a JA-20 rotor at 10,000 rpm for 30 minutes. 
One half of the supernatant is diluted in 10 times its volume by the addition of 0.01 M Tris-HCI containing 
0.1 M NaCI, pH 7, in an Erienmeyer flask and pumped simultaneously via silastic tubes (0.76 mm ID) into 
heparin-Sepharose® (Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, N.J.) columns (3.5 x 9 cm) by two Rabbit 4- 
channel peristaltic pumps (Rainin Instrument Co., Inc., Emeryville, CA) at 40 ml/hr per column. After all the 

55 fluid has been pumped through the heparin-Sepharose, the eight columns are washed simultaneously with 
0.01 M Tris-HCI, pH 7, containing 0.1 M NaCI in the same manner. The adsorbed proteins with inhibin 
activity are removed by washing the eight columns simultaneously with 0.01 M Tris-HCI containing 1 M 
NaCI, pH 7, as above, and the wash is collected into fractions. The inhibin activity is monitored by the in 
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■u . K Th. rninmn.; are reqenerated by further washing with 2M NaCI in 0.01 M 

^^^Nt. the materia, is fractionated by ge, fi.a.on ^ Crpa^^^^^^^^^^ 
n,olecular weights. The fractions having ^'^^^^^^'^^^^^^ l^ter Spectmpor No. 3 membrane 

pooled and dialyzed overnight to remove NaCI ^ a 28^6 jnm cy ^.^^^ ^^^^^ ^^^^.^ 

Cubing with M. cutoff at 3.500 (SP-^trum Med.^^^ "o e^-V ^h^^pred and the supernatant is 
acid. The retained flu.d .s ^^"^'"'^^^^^^^^Xo cm Sephacryl S-200 superfine columns (Pharmacia Fine 
SratN I Snrn -10 add . ^O m, tor 22 min.. and the 

r^tcr^em^onitorldbyUVabsorption^^^^^^^^^ ,,,,,3d 
The bioassay-positive protem from J^J-^^O ^^^^^^^^^ fj,g, 3 Millex-HA 0.45 ^m filter (Millipore 

material is dissolved in 0.2N acetic ac.d (1 ^'^^'^^"^J'ff/g^^^^ vydac 5-um partide-size C4 column 

Corp.. Bedford. MA.). The filtrate is applied direc ly I'^'l^'^^^^ J^^AP buffer. In the TEAP system. 

(The separations Group Hesperia. CA.) and ^^^^^'^^^^^^^^^^^^ 80% acetonitrile in buffer A. 

buffer A consists of 0.25 Ntriethylammonuim ph^^^^^^^^ ^^^^^ ^ 

After all the filtrate had been loaded, the column ,s ^^^^^ J^^^J are separated in a Beckman 332 
absorption reached baseline. The '"^^jf "?„ J^^^^^^^^ Berkeley. CA.) equipped with a 

gradient liquid chromatography system t^^^^,"*^;" n.J.). a Soltec 220 recorder (Soltec 

desired, by two more RP-HPLC steps. The irst ^^^^^^^^^^^^ a 1 x 25 cm Vydac 5-l.m- 
, and a trifluoroacetic acid (^FA) buffer system an ^^^^ ;7^p/3;3,,,. buffer A contains 1 ml 
particle-size Phenyl column and the ^^P b"ffe syste^^^^^ ^^^^^ ^ ^, 

trifluoroacetic acid in 999 ml -ater and b «er B 1^ ml ^^^^^^ ^ batches was 

acetonitrile. The two inhibm ^P^'^'^'J^^'^l^^^^^^^ 

concentrated by RP-HPLC using a 0^46 >< 25 '^^'^^''^^^ZToZer, this purification step will not be 
0 Labs.. Santa Clara. CA.) and the TFA buffer system^ enc^dTna only the P. or chains, 

used with cell culture supernatants from ^rans orman w th DNAjnc°^^^^^^^^ 

inhibin, activin. prodomain sequences or their va ants are ad™^^^ ■ ^.^^ . ^„ ,.,,3 

acceptable nontoxic salts, such as acid '^^jffji^^^^^ Zs^ve of such add addition salts are 
(Which are considered as salts P>;^P°^^«^^ °< ^^^T^e^, dtrate. benzoate. sucdnate. malate. 

Sb^ ::;rrr ^^^^^^ ~ — 

herein should be — ^^^^^^^^^^ 

compositions will usually contain f ^^^^ofw^^^^^^ the specific purpose for which 

.0 pharmaceutically-acceptable earner. ^'^^J^Xet irthe ra^^^^^^^ 0.1 to about 1 milligram per Kg. 

the protein is being administered. ^^^.^^^^.^Q^J^ttl^^^^^^^ basis as a male contraceptive. 

of body weight may be used when J^^^J^: ' J^^^^^^^^^^ administered from an implantable 

Inhibin. activin. prodomam sequences or thei j^^i^^e copolymers of L-glutamic 

or skin-adhesive sustained-release article. Ex^^^^^^^^^^ 22(1):'547-556). poly (2- 

.5 add and gamma ethyl-L-glutamate Sdman et a, 198^ Mater. Res." 15ri67-277 and R. Langer. 

hydroxyethyl-methacrylate) (R- Langer ^t al.. ' j^^^'^'^^dj^^^^ poly-D-(-)-3- Hydrox- 

1982, "Chem. Tech." 12: 98-105) ethylene ^'"V' J,^^^^^^^^^^^ 

ybutyric acid (EP 133.988A). Such articles are implanted subcutaneousiy P 

^'^roTdrto S certain frequently occurring methods will be referenced by shorthand 

phi^ases. . . fnllowed bv capital letters and/or numbers. 

Plasmids are designated by a low case p preceded -"f;^^^^^^^ an unrestricted basis, or 

The starting P'asmids herein aj comme^^lly a^^^^^^^^^^^ ^.^^ p^^,,,,,,3. 

can be constructed from publicly available P^^^"^'"^^^ ao^^^^ 
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ana tneir reduuui , desianed by abbrev at ons composed of a capital letter 

mobility versus that of market dna tragmems o procedure is known generally. 

cally synthesized by known methods and then purified on polyacrylam.de gels. 

40 EXAMPLE 1 

Isolation of Cloned Inhibin a-Subunit cDNAs 

55 e.<tens«n on ovanar, •""^^^''Ji^^"!^,^?^^ ^ „as screened wilt, a suitable restriction (ragment 
encoding, precor^^rre^^^^^^^^^^ „„„„<^, ,„e DNA 

Se^U rtl-ltaf r^L o, the . precursor. Completeness o, the coding scuenoe «as 
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. . ^ ^A/hirh soecifies the porcine a-chain peptide sequence 

judged from the presence of a ^^^^^.^J^^^^ codon and followed by a hydrophobic 

and starts with a meth.or,.ne ^^^^^ ™J sequences for the precursor protein and its 

sequence bearing the hallmarks of a signal Pf ^'de- The ^ consisting of 

cDNA are shown in Fig. IB. The complete prote.n 1 ^^^^3 f ^^^^^ „.chain. There are 

Z^rZX::^^^^^ - SrUn sL. one within the . chain 
P'^OP®''- ,«nNA «!Pouence contains a 3'-untranslated sequence of 167 

proper length of which is presently unknown. 

The detailed method was as follows: „„ari-e /Kanlan et al "J. Biochem." 

Polyadenylated mRNA was prepared from ^-^'V ^"^^^^^^^^^^^ DNA Cloning 

183: 181-184) An oligo-dT-primed cDNA l.brary of ^xlC^ clones -nXgtlO^^^^^^^^^^^^ etal.. "Nature" 

Ti^hniQues Ed. D. Clover) was prepared form 5 ug polyA + mRNA as descriDeo oy 
giSfs; (1984), except that the EcoRI adaptors used had the sequence 
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5 • . AATTCACTCGAGACGC. 3 ' 
* 3 ' -GTGAGCTCTGCG- 5 ' P . 
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,-.»CCCCCCCTTTCCCTTCGCCTT=^CCCCTCCTOCiaC«*CTCCICC»««^^ 

.a^ „„ a.;. ac« — ^.i! « 37%*S ^r/ar^o"^ 

phosphorylated 32p.iabelled probe m 5xSSC 40/o Hones were obtained, twelve of which were 

;xSSC. 0.1O/O SDS. Approximately 500 hybnd.za^^^ .^^ .^^ 

purified and examined for .nsert s.ze The '"'^Ji "Nucl Acids Res." 9:309-321) and sequenced 

were subcloned Into M13 derivatives (Messmg et a^ 1 7"=^^^^^^^^ gel. USA" 74:5463-5467 (1977). 
by the dideoxy chain termination method of Sanger et a\ Proa Acad. _ 5, 

/specifically primed library was prepared /^^^^^^^ cloning into Xgt10. 

CCCCACAGCATGTCTT-3' (complementary to ""Cteot^es 248 263) a q EcoRI-BamHI 

Approximate, ^^^^^^^^^^^ obtained were-^urifi^nd 

r^NSri^^^^^^^ - dideoxy -Snr:e:nthr^^^^^^ 

r ^'^^^ 

with the E. coli single stranded binding protein (Pharmacia). 
Isolation of Cloned Inhibin /3 Su bunit cDNAS 

CDNA seouences encoding;. .ep,ecu,so. o,^^^^^^^^^^^ 
CDNA libraries used for the a sutanit. Overlapping CDNA otones »^^^^ V ^^^^^ ^ 

r&err.szr.r: stszsz zz.. .r^ed . 

^'T:rS;rp— .x^r:::^^^^^ -lan cDNA »ere screened I.e . 
end labelled ^Sa oligonucleotide. 

5..AACAACCAGTTCTTTCTGTCCTTCAAGC.CATTCCCTGGAXTCACTGGAT^^^^ 

based on the amino acid sequence of -'^-J-^f,^' ^^^^^^^^^ 

which three proved to contain coding sequences (XPIN-^A2. ^a4. <*a«) — 
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. ^ »nd ?13 bD EcoRl-Pst fragment (nucleotides 1679-1892) derived 

(nucleotides 158-297) fragment and a 3 end 213 bp JgH a ^^^^ ^^^^^^ ^^^^ ^.^^^.^ 

rom XPIN^A2 were used ^xlO^ ohgo-dT pnm^^^^^^^^^^ ^^^^ ^^^^^ ,^^3 ,,,ge, 5. 

specifically primed library. Out of the s.xteen clones an Y ^ 3,„„,,3„3,3ted region. Porcine 

ends (XP1N-^a5s. -^a22) and one ^'^'^if'^-^^^^^ 
5 inhibin subunit cDNA clones were isolated by screening 
with the /9b oligonucleotide 

" ...ch was based on the NH.— se.ue.^^^^^^^^^^ ^re^ta^^^^^^^^^^^ 

with the oligonucleotide inosine probe ^-AAITCTATI/^A/^^ c^^ 

inosine). which covers all the ^^^^^^f^'^^^^Z^Z^^ code for the subunit. A 230 bp 

TWO clones (XP1N)3b-1s. -2s) were isolated ^"f' and used as a hybridization probe to 

,5 EcoRl-Sma (nucleotides 21-251) fragment was ^^J.^^^^^^ (xP1N/3b-3.4). The nucleotide 

20 sequences present in the cDNA. oiiao-dT-orimed library (4 out of 2x10^) hybridized with the 

We noted that only very few clones from the 0 .go dT prirned ^^^^^^^ ,y ^^A sequence 

synthetic probe for the ^-subunit of '"t^f ^^^^ "'^^^^^^^ absence of a polyA homopolymer at 

analysis, none contained a full 3'-""f "^'^^^j^J^^^^^ ^J^^t of a very long S'-untranslated sequence in 
their 3- ends. Absence of P°;y'^;^^f ;:X(3rwhth p^e dm^ to copy by the polymerases used for 

.5 this mRNA species and/or struc ural ^^^9'°"/'^^,^^^^^^^ of inhibin fi. subunit coding sequences 

library construction. Unexpectedly a h^her ab^^^^^^^ J^^^^^ ^^^^ ^^^^^^ 3„,ened 

was found in the cDNA library made spec. ic pnming t^at the a precursor 

with the synthetic P-''^ J-^^^?^^,^";*;^^^^^ bundanfe o? inhi Jn 0. cDNA in this library was later 

30 ';:Z::ZZ::^Z:X-^ « -n pnmer to a region in the .-untranslated portion 

^'^^rSToTs encoding the . s^^^^^ 

information obtained from these clones failed to reveaMh^ '° /^educed protein structures for the 
precursor protein and its cDNA. The ^3°^^^^^^^^ 

36 precursors of the ^ subunits are compared in Rg. ^^^^^f "^^^^^^ '425 amino acids (Mr -46K). the C- 
•s 3.6 Kb in length and contains an open ^^f '^^ZX^^^^^^ This reading frame begins with a 
terminal 116 residues of which '^^^''''''XL ^Se^^^^ ^'9"^' P^P*'^^' '^"^Vl 

methionine codon followed by a sequence that "''^/^ ° ^ j ^^^^3^ by a string of 5 arginines at which 
which is believed to be 29 residues. "The -coded ^ Sar to the a sSbunit precursor, this , 

^ It is presumably proteolytically cleaved ^'I'^P^Xs at which hitherto unknown biologically active 

Teptr^nrr:^^^^^^^^^^ - - °^ ^-"-^^^ - 
--rurp;r:;Zcefor^^^^^^^^^^^^^^ 

.6 sequence. 71 amino acid residues are .^^^^'^ of both ^ subunit precursors, 

homology, although of a lesser '^^^^^ ,1°^ ^ 333 'in coding regions but present in the cDNA 

interestingly, an extremely purine-rich ^Tf";; ^^^rious amino acid sequence is not found in the cDNA 
encoding the inhibin precursor and ^e^u l^ing .n a curious am ^^.^^ ^^.^ ^^^.^^^^ ^^^^ 

which codes for the homologous ^b P^^"=":f I; J''^^ '^a,?mal homology. Such alignment also brings 
Norther^^ 



55 



CONAS as probas .0 assess size and .BNA (2 Uff lanes a. b. c. and f, 8 

:,rera„"d%rp"rr::nrrarr^^^^ « a,o,.a»eb,de ... a,a,ose 
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i> > . «»orc The following ^^P-labelled cDNA fragments were used as 
gel and blotted onto n.tro-cellulose ^''t^^^;^ T'ta ™ bp EcoRI-Srr^al (nucleotides 134-371) from a 
hybridization probes under ^^""aj"* ;;°"^'';2de^^^^^^^ Irom-^A s^lbiTnit cDNA; c: 230 bp EcoRI-Sma 
subunit CDNA; b: 154 pb J ,p,N.„2; f and g: EcoRI insert of XPIN- 

(nucleotides 21-251) from subunit ^"J^A. e. E^^^^ q SDS at 60-C. 
^,5. Filters were washed for 2 hours ^'^^/^^^"^e^of 0.lx^^^^^^^^ ^^^^^^^^^ .^^.^^^^^ 

Analysis showed (Fig. 3) that a and e '"^^^f^;" ^^^^^^ intensities the a precursor mRNA is 
SLdT - mRNA tor t. precursor, and approxi- 
mately 20-fold higher than the '""'^^for the precursor. ^ ^^^^.^^ .^500 
using ribosomal RNAs as s.ze f "^fj^^^^^^^^^^^ cDNA sequence (Fig. IB), fi. precursor 
nucleotides in length, a size m good f ^f^^sSes of Ts and "7.2 kb in length. The relatively higher 
mRNA sequences are represented by " J^^^^^ rna suggests that the 4.5 kb species does not 
ir,tensity of both species in PO^y^^^^Vf^f ^'^^^ I^e Thus the ^ precursor cDNA sequences shown .n 
represent 28S RNA which hybr.d.zed t° f ^ ^^"1^ P^^^^^^^ ,J the 5' untranslated region for the p. 
Fig. 2B are thought to represent the 4.5 kb mRNA. ^^^^J^Q^^^^^,^, mRNA. of approximately 
mRNA is approximately 900 ^^'^f'^^'^'^'^J^^^^^^ mRNAs. Since the two P mRNAs are 
4.5 kb in Size, which is present at roughly ^'L^Jf /™ structure and thus the mRNA 
Closely related, one can predict t at ^° ^^^^^^^^^^^ : on equllent to that shown for the mRNA. 
. ^ S^S.L^Z:^^^'^ - — e of the 7.2 kb species. 



Homology To Transforming Gro wth Factor-^ 
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numun^vjjr ' ^ ' ^ ■ — 

The mature . and . inhibin -units cont„ 
alignment of the cysteine residues it .s ^PP^^'^"* that both types of subunits 

and some sequence homology ex,sts arour^d ^J^^^/f^^^ between the ^ chain and the 

derive from one ancestral 9«"^- /urpr.smgly. s.gn^^^^^^^ '^^^^S^, ,^ p^g. 4. both peptides are of nearly 
primary structure of human TGF-^ recently f^^T^'^fi-^'g^ ' e residues) and show a strikingly similar 
^qual Uh (ir^hibin subunit. l^^^'^;;^ ^^^^ llt::Tior alignment, the and T6F-. 
distribution of their nine ^VSteme res.dues^ Usmg th s cys conservative changes in nine 

sequences have an additional 31 residues in identical P^f ^ ^ ^ ^nd /S-TGF. Some gaps 
hoLogous places. Similar high homologies ™ but approaches 60% in 

were introduced for better alignment (Fig. 4). ^J^f' "^TGF residues 15-49), a very high degree of 
certain sections (cf. porcine inhibin chain -"e^'di^es 1 1 -4b a ^^^^^ 
homology considering the f ^P/;"^ J^DN^^^^^^^ TGF-^ and both inhibin , 

rbrrn^atgU?^ - ^ ^ ' 

Teir dir: the suggestion that the . s^urjt of inh^^^^^^ ^^Zr^::^ 
Since there is almost absolute^^-^'^^J.^Ta com^^ belong to one gene family. AJ. 

indicate that both inhibin subunits and ^GF;^;^;^^^^^^^^^ where they occupy the Cterminal 110 

three peptides are derived from similarly^ ^^^^^^ ^ ^^^^ bomo- or 

-d-ranf^^^^^^^^^^^^ 

limited but significant sequence relatedness. 
EXAMPLE 2 

Recombinant Syp*h psis of Porcine Inhibin 

dure .0 const^cl mis plasmid ,s *own ,n F g. J" with E. coS DNA polvms-ase I 
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p,asrr,id having the site deleted -^'Z^.:^ 'ecoR. to pluce two fragments, 'rag-nt . co« 
pHBS348-E..was digested^^^ ^^^,33,^ 3- untranslated reg.on and fragment 

SV40 «^''y j;,°^3%'i^^^ B antigen) coding sequences. _ EcoRl and 

'"Vmt contaN g he coding region for the ^oroi^'ZL^Z^^^^^^^ polyacry.amide 

w and cnecKea uy ^ ..^ n rnii ON A Dolymerase I 

n'iVE-Palnh was digested with Sail and 'faQmeni 3'-untranslated region. pFDII-Sali was 

encoding neomycn res.stance. ^^^^^ ^^^^ ^^^^^^^ 

50 medium. puQ cells were selected by cultunng m 1 5 HGT 3'" f^ee medium for 48 

55 nes, Santa uiara, ■ ri h an in vitro bioassay 

using rat anterior pituitary monolayer culture, Vale, w. e. 
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,.V-o,d fe.a,e rat anterior pituitaries were coHecte. e^^^^^^^^^^ 

boLe serurr, in HDMEM (GIBCO ^fo,aXcy^s^^^^ ^^a^g d to 1% fetal bovine serum in HDMEM. 
Plastic. Oxnard. CA) on day 1. On day 2, '^^ '^^'^l^^^^^^^^ eontinued for another 48 hours. The 
and the transformant medium ^^^-^P'^/^^f.'^^^ '"h a^pSH contents were determined by radio- 
monolayer medium was ^^en harvested and the ^h^^^^ ^ ^^^^^^^ 

pure porcine ovarian inh.bin. sandwich-type radioimmunoassay. Rabbit antisera are 

immunological cross-react.v.ty .s ^'"'^^^'^^X ^'l""^^^^^ of rabbits with the porcine inhibin m 

raised against purified P°^<^'"^J°"'^"'tUro antL^bi i^ he antiserum is detected by incubation of the 
Freund's complete adjuvant. The presence of " '"^^^gtion of an immune complex by conven- 

antiserum with purified porcine inhib-n and assay mg fo^^^e^^^^^^^ goat-anti-rabbit IgG precoated 

tional techniques, e.g. gel filtration. An a . quo of the ant^era ,s coa ^^^^ ^^^^^^^^^ ^^^^^^^ 
polystyrene test tubes. The recombinant ^^^'^ZZ^l a^d^^^^ Another aliquot of the rabbit 
saline and added to the coated tubes, mcubated -l^2 '^Zlo6inaXe6 goat antirabbit IgG is added to 
antiserum is added to the test tubes. ^'^^^'^^^fj'^^J^^^^^^ The recombinant produced inhibm 

the tubes, incubated and unbound 9°^*J"*Xcei 7^^^^^ on the test tubes which exceed those 

EXAMPLE 3 

as containing coding regions to, « . inhibin, ». the order of t .n 

Mse o. human . inhibin »as „?me porcine cDNA for .inh. The « chain 

,00,000 human clones hybridized to 3 aL «,e level of «. (1 and 3 out of 

s clones «er. also rare, with the fl. f «^''"",a/.'^°^,'„ ' „„,s were full length. They were supplemented 

ra'pTm^^r i;j:r::rr:r r^^^^^^^^^^ - « ^ 
'"-^as::;L'^ri'g"eS^'°L.^^^^^^^^^ 

" ;Cr:r r; eCoiSrr ^l^mr^and ,T7re flg^edTo adaptor , 

S ..CIOCICCTCTTGCT.!TT(K<«C«<^CT«KCATG<KrrOCCA<^CC^ 

in com«„a,ion wi. adapfor „ which is ^jX:^J r^'i;,;rjrC'«>T.nf^^< 
(fragment 12) is treated with '^'"^r^f^'Z^ZZ as described in Example f. Alternatively, 
which has been restricfed with M arrd ^'^^^^^ „pstream from the HEall site (that ,s, 
S:^r.rSr.l^^'"n?f:r:Sro:red.Ve adaptor used in .is a„erna.ve 



approach was 
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5'CGGAGCTCGACC 3' 
3' CTCGAGCTGG 5* 
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iragmem containing the SV40 '^T^J r"9^TpSVE.h.6.°nh.OHFB1 is Iranstecled into 

Sri? -rrc-HO 'TTJir^t r~ .-P^- - - c„,t.,o s«, cont^ns 

hormonally active human inhibin. 

EXAMPLE 4 
Construc^^^ 

This example is similar to Example 3 except that the pro sequence of humar, inhibin was employed 
in the place of the porcine prepro domain^ described in example 3. together with 

The lambda gtIO library of Example 3 V'^'^^'^^^'l^l''^''^^^^^^^^^^^ length coding cDNA by 

XHIN^.-5 and -14. The latter two ^^^^^ :^^'l'J2T^2)<^^^^^^^ 'p HiJdIll-Hpal fragment 

ligating the 311 bp EcoRI-Hindlll fragment (fragment 13) of XHIN^a m^ve^ (Biolabs). 

(fragment 14) of XHlFT^.-M and ligating th.s n^-*"^^ J" Sp 8 victor containing the correct 

CloL were selected and screened for the ^^^J^ J^^^'J^^^/ ^fder t^^^ it double stranded, and 

, insert was treated with DNA polymerase(l) and '""l'^^^^^"^'^^^^ blunted with DNA poly- 

thereafter digested with Xbal (which ^'eaves the -p18 P^^^^^^ l^^^^^ .igated to 

merase I and the four dNTPs and d.gested ; ^ Sre was used to transform EcoH 294 cells, 

the EcoRI-EcoRV fragment 1 from Example 2 This >^^t.on m.xlure ^^^^^ 
Clon-^werlTcreened by Southern Hybnd.za^^on and — J 

3 ing the hlnh^. coding sequence was ^^es-gnated PSVE h^^^^^^^^^ ^^^^^^^^^^^ ^^^^ 

coding sequences and the ^'^^^^ ""'^ '^^/^^sT as o^^^^^^^^ Specially, the Saj fragments 

plasmids pSVE-hum^.lnh. pSVE-Halnh ^"f P^^f^'' aloha .nhibin and the DHFR genes were ligated 
irom pSVE-Halnh and pFDIISall which contam the human ^^^^^ .^^J^^, T^is piasmid. 

wlsall digested pSVE-hum^.lnh and a clone -"l^'-^V^FrcH "^^^ by culture in 

0 desigT^Sed PSVE-huma^.lnh-DHFR2 was transfect^^^ Zium under conditions conventional 

ght- medium. 24 clones were picked, grown to con 'uency ^^^.^ ^^^^ ^^^^^^ 

I CHO cells for two days, allowed '°^^''l'\f ZZ^''^'^ desc^bed above. 4 clones were found to 
for inhibin and activin activity using the rat pituitary f\l''^^^^^'l'^^^^ ,,,,,, the culture medium 
secrete significant levels of clone (ha^.-l1) produced activin 

,5 for each clone were, respectively. 125. 125. ° f "^^ f " ^ ,3^^ of a 

irirn—; i^ r c:,rr„:rrcir cL .v-eU.. . ^.n ^ .a, 

devoid of activin or inhibin activity. 



40 EXAMPLE 5 

Rprnmbinant Expression of Human Activin 
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AS reported by Vale et (Id.) and Ling et Od . ^^^^^^^^^^ 

and/or B h'ave the opposite effect of inhibin - f ^ ^^^^^^^^^^^^^ described in 

These proteins, collectively termed '^'^'^^'^-J'^J,^''^^ is needed if the initial 

Example 4. However, somewhat less screening for an appropr a e ^ ^^^^^^ ^^^^^ 

transfection is conducted with a vector or vectors that do n^^ ^^^^.^ pg^^. 

readily constructed from the above-described ''^^^Z^^^.^^^^^^ 

hum/^lnh from Example 4 is digested ^ ^^.''^^^^^^^^^^ selected on the basis of 

gene. The ligation mixture was used to ♦'^^"^^^f Jr^^.f^^bridize to the /3 chain DNA. A clone pSVE- 
failure to hybridize to the a chain sequence but which did J^'^^ ^° ^^/^.^^ ^^^^ ^^ansfected into 
hum^.lnh-DHFR was identified fK^m which the^^^^^^^^^^ ^^^^^^^ ^^^^^.^ 

DHFR- CHO cells as descnbed above. ^'^^""^^''J'^^^" sequence (reconstituted by ligating DNA 
medium. Similarly, an expression vector -^^^J^^^^^^^^^^^^ sequence of the human /3b chain) is 

encoding the first 34 amino acids of human to the r^^^^^^^^^ heterodimer. The 

;rstrr rant gra^ruLt thf ro^S^^^^^^ in order to produce ..-inhlb ch. 
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in the in vitro bioassay has essentially equivalent ^'^'^^^^^^^^^^^^ constitute 
AltW the invention has been descnbed with ^^"^ Jj. P™^,^^^ t^at various changes and 
the best mode presently known to 'J^'^^^^^^^^ 
mnfiifications as would be obvious to one having the ordinary skiii in ine an moy 
5 rrihf sco^^^^^^ the invention which is set lorth in claims appended hereto. 

aal:: for the following Contracting States : BE, CH. DE. FR. GB. IT. LI. NL, SE 

,0 . A method comprising culturing a host cell ^-^f^^^^^^^ 

encoding a human or porcine inhibin a chain ^^^^^^^^^^ "b orcine ^ chains). Fig 6A 

sequences of which are as depicted in F.g J ^ (P^"^ "J™o acid sequence variant by way of 
(human a chain) and Figs 8 and 9 (►^"^^f^jf^^^'^^^^^^^^^^^^^ substantially homolo- 

bovine inhibin /S chain of the sequence 

Gly-Leu-Glu-Cys-Asp-Gly-Lys-val-Asr.-Ile-Cys- 

- Cys-Lys-Lys-Glr.-Phe-Phe-Val-Ser-Phe-Lys-Asp-Ile-Gly-Trp- 

Asn-Asp-Trp-Ile-Ile-Ala-Pro-Ser-Gly-Tyr-His-Ala-Asn-Tyr- 

Cys-Glu-Gly-Glu-Cys-Pro-Ser-His-Ile-Ala-Gly-Thr-Ser-Gly- 

Ser-Ser-Leu-Ser-Phe-His-Ser-T.r-Vai-Ile-Asn-His-Tyr-Arg- 

Met-Arg-Gly-His-Ser 

30 

like homonal activity to a polypeptide of a d£»icted sequence, 
a. A .ethod acceding ,c Cn, , »he,eln the n-ioic acM -od- ^ « <. <^^^J^l'^^^ 

chains). 

specified in claim 1 . 



45 4. 



50 



55 



A method according to claim 1 wherein the nu.eic ^'^'l^^^^^JlZ. K".! 
inhibin derivatives (Asn.se-*6ln]lnha; [Cysa^s or Cysa.^-^A^nh.. J ,1 Cysaso-A]- 

or LyS3.-^A].nh^.;[Lysa.-*His or ^-^^^'^!iJ^'^':^^^^^^^^^ [Proas, 
inh^.. [Lys.n-^Gln]lnh^.: t^^f-^Lys Va^a^s-^^^^^^^^^^ .^^.^.^ 
Gly382- Pro Phe Glyllnh/Se; [Arga95-Gln]lnh^B, ..^.^ (gee Fig. 2B); human 

rescue numbers for Inh^B are those used for the J Tnsertion next to. a 

inhibin chain variants ^^^^l^ ^ t^seqlce depicted in Fig. 8= and 

^^litrhranTch^rw^^^^^^^^^^^^ 9- ~us with the sequence depicted in Fig. 

6A. 

. .etncd acccdin. to c.i. t ---- ^^'^^ "C^T^^^^^ 
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uc -Lvs (a /3a//3b hybrid); Phesse-Tyr; Vabe^-Phe; 
or ASP. Phe3.o-»Tyr; Hisasa-Asp; Hisass-Lys J jj^^^^^Leu or Thr. Metaao -Leu or 

, 0, an, on, o, - P--^ t:::^ StT^^Z^Z^ 

lOTOfaninKbin.*alno,»,lnMb,nSoha,n. 

inhibin a Chain and an inhibin ^ Chain. 

. , • , 1 to 6 8 or 9 wherein the cell is a cell from a multicellular organ.sm 

10. The method of any one of claims 1 to 6 8 or 9 where 
and hormonally active inhibin is produced. 

11. The method of claim 6 wherein the promoter is a viral promoter. 

12 The method of claim 1 1 wherein the promoter is an SV40 promoter. 

13 The method of any preceding claim wherein mature porcine or human inhibin is recovered. 

.hod Of claim 10 or 13 wherein the . chain is the chain and the inhibin is present in a 
Lrr^ln t^^than about 20 ng/ml in the culture med.um. 

A composition comprising human ^rc^^^^o^..^^^^^^^ 

sequences of said a and ^ chains being ^j'^^^^^J^p.*^^^^^^ (human ^ chains), and am.no ac.d 
2B (porcine chains). Fig 6A t*^"-;;^" « ^^^^ ^/"^^ '^Jx^^on of a polypeptide of a said dep-cted 
sequence variants by way of '"^^^7;, ^^TlSous wrth a polypeptide of a depicted sequence, but 
sequence, which variants are «"bstant,ally hom^^^^^^^^^ ^^.,3^, a polypept|de 

excluding bovine inhibin a chain and 1) a e cro s re^c .ve ^ ^^^^^^^.^^ ^ , ^ 

^ ?r Co^vtU of a depicted sequence; which compos.t,on 

rcSele^^e^^t unidentified human or porcine proteins. 

1. A composition according to Claim ^^^^ t^^'^^^!^^^^' ^^^^ 
those depicted in Fig 1B (porcine a chain). Fig VP 
8 and 9 (human /3 chains). 

Ly^ i^Gln]lnh^.; [Argsis-Lys; ^^'^^.^'^'^'^f "f^^^^^^^^^ inhibin and the residue numbers 

Phe Glyllnh^a; [Arg3ss-Gln]lnh^B. ^^^j:'" 'J ' Jfi '^^^^^^^^^ (see Fig. 2B); human inhibin chain 
for InhL are those used for the correspond ng ^"^^a J^«^ ^ .^^^.^^^ to. a residue se ected 
variants having variations which are ^"bsmu^ion or deletio ^ ^.^ ^ ^^.^^^^ 

Th -rs - — ^-'^^^^ 

A composition according to rJ-^C^Tor^^^^^^^^^^^^ 

Phe3c.-lle or Leu; 6ln.37-Asp oj ""i^,! ' Ser; Asna.o-Gln. Tyr or His; Tyra.-Thr or Asp. 
Tyr3i7-Trp or Thr; Hisais-Lys, Aiasis 
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H,..Asp. h:.3-.vs '^f^z:^-:''xr^'::'^-^ 

(porcine a chain). Fig 2B (porcine chain), ng 
unassociated with native giycosylation. 

mat>.re human or porcine inhibin or chains, said 
21. A composition comprising a ^^^'T'^'^lTcTains and Figs 8 and 9 (human 0 chains) or of an 
,0 chains being as depicted in F^ 2B (P°«: "^^^^^^^^^ of a polypeptide of a said 

amino acid sequence variant by "^''^'^^iTZo^ogous with a polypeptide of a depicted 
depicted sequence the variant ^e- Q ^"bste"^^^^^^^^^^^^ a polypeptide of a depicted 

sequence and 1) being '^^^y^^^'l^^^J^^X^^^ 

of the inhibin a chain. 

H-na to Claim 21 which is a homodimer of mature human or porcine chains or a 
22 A composition according to Claim wmoi. 
said amino acid sequence variant thereof. 



20 



25 



depicted sequence the variant '^^■"^/"Jf "S^^,ier,ai3ed against a polypeptide of a depicted 
sequence and 1) being cross reac ive 7**^, f"J''°^^^^^^^ 

sequence; 2) being cross " itSJ d^^^^^^^^^^ sequence; which composition is free 



30 24. 



36 



40 



45 



of the inhibin a chain. 

« nr fl human or porcine inhibin P chain 
Non^hromosomal DNA --<^^ .^^^"^ feVoS . chain,. F,g 2B (porcta « 

chain and the partial bovine inhibin 0 chain of the sequence 

Gly-Leu-Glu-Cys-Asp- 

0.,-Tvr-His-Ma-.sn-Ty.-C.s-Glu.CXy-01.-Cvs-Pro-Ser-H.s- 
val-Ile-Asn-His-Tyr-Arg-Met-Arg-Gly-Hi-Ser 
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cpiprted from: porcine inhibin derivatives (Asn2e6-6in]- 
26. The DNA of claim 24 which encodes a ^^^^^iJ^'^^^^ J^^^^ ^ ^r LyS3a2-A]lnh/3A; [Lyss^a-Hls 
,nha;lCyS3. or Cysa.-^Allnha; Cysss, or ^^Xt o Cysaso 'A]lnh^.[Lys.n-Gln].nh^.: 
or Ser]lnh^A; [Lysais-^Arg; Vabu-Thr] '"^^^^^^/^^J^^' . L^^^ Qlyasa- Pro Phe Gly]- 
[Arga.-Lys: Valau-^Thrl.nh^B: [Cysan ^^^f^ ^nd reJdue numbers for Inh^B 
5 lnh^B;lArg3S5-Gln]lnh^B. wherem Inh .s an abbrev at.on of . ^^^^^ .^^.^.^ ^^^.^ .^^^^ 

are those used for the corresponding '"I^^a ^s^"^ ' ®^ j^g^^rtion next to. a residue selected from 
^rs^SSrt:^::^ ^^^^ - « and — of human „ 
^htfn " .r^^^^^^^^^^ homologous with the sequence depicted .n F.g. 6A. 

'° 2r. The DNA Of claim 24 which encodes a var^ of a human .^^^^^^^^^ chain selected from Ph. o^^^^^^^^ o; 
Leu; Gln33.-Asp or Lys. Trpao.-^Tyr or Phe Tr a, Tyr o^^ p^^^^^^^^^. ^.^ 

Thr: Hisai8-Lys: Alaai3-Ser; Asna^"^^'"' y^';;, ''^p^^^^^^^ Tyr375-'Thr: Tyr376-*Trp: 

Hisasa-Lys (a ^./^s hybrid); P^eass-Tyr. Vab P^^^ ^a'- Jp.^, Thr or lie; or 

Asn383-*Gln, His or Lys; lleasi-Leu or Thr, Metaso Leu 
comparable modified human chain 
2a The DNA of any of claims 24 to 27 which is free of intervening untranslated sequences. 
,0 29. The DNA of any one of claims 24 to 28 which is labelled with a detectable moiety. 
30 A replicable vector comprising a DNA of any of claims 21 to 27. 

3. The vector of claim 30 comprising a viral promoter operab, lin.ed to the DNA encoding the inhibin . 

25 and/or j3 chains. 

„ The veco, o, c,„. 30 or 3. conuins DNA enccdin, both an ,„.bln . ana an in«n > chain. 

30 chain. 

3. A host eel, transformed with a replicable vect^^^^ "rd^^^cr irngT^or ^ 
„ and/or an inhibin ^ chain the ^^''^^^"^f chaTnrar 8 and 9 (human chains) or an 
chain). Fig 2B (porcine ^ chains). F.g 6A human J^^or^^^^^s^ [ p^yp^ptide of a said 
35 amino acid sequence vanant by ^^j' '"^J^ir^^^^^^ vvith a polypeptide of a depicted 

r:"^ rjerbinTcUr ^^^^^^ boL inhibin . chain of the sequence 

Gly-Leu-Glu-Cys-Asp-Gly- 

'^o , ^ nn-Phe-Phe-Val-Ser-Phe- 

Lys-Val-Asr.-Ile-Cys-Cys-Lys-Lys-Gln 

,,3-Asp-Xle-01y-Trp-Asn-Asp-T.p-Xle-Ile-.la-Pro-Se.-0y- 
,,._„is-Ala-Asn-Ty.-Cys-Glu-01y-Glu-Cys-Pro-Ser-His-Ile- 

Ala-Gly-Thr-Ser-Gly-Ser-Ser-Leu-Ser-Phe 
Ile-Asn-His-Tyr-Arg-Met-Arg-Gly-His-Ser 

50 

,5 So^monal activity to a polypeptide of a depicted sequence. 
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(porcine , chains). Fig 6A (human a chain) and Figs 8 and 9 (human , chains). 

. ■ -iA ,h«rPin the DNA encodes a variant selected from: porcine inhibin 
36. A host cell according to cla.m 34 /Jf (Cysssi or Cyss.a-Allnha: lLyS32, or 

derivatives (Asn^.s-Glnllnha: [Cysaas or J^^^^'^^^^^^^ lnh^.;[CyS3S8 or Cysaao-A]- 

LyS3.2-Allnh/S.;lLysa22-H.s or Ser]lnh^A. i'-f ^^^^J or Cysa^o-AHnh^B; IP^o... 

inh^. [Lys .n-Glnllnh^.; l^^ais-^Lys; "^^^ s ^rabbreviation of inhibin and the 

Glyas.- Pro Phe ^'^^^^^^i^';^:^^^^^^^^ Inh^. residue (see Fig. 2B); human 

residue numbers for Inh^e a e those used to J deletion at. or insertion next to, a 

ir,hibin chain -'-^^S ^1^^^^^^ and 387 ^98 of the sequence depicted in Fig. 8; and 
'^^r^TZ::^^ homologous with the sequence depicted in F.g. 

6A. 

selected from Pheaoz-He or Leu; Glnzsy-Asp or Lys. J j His; Tyrazi-Thr 

llean-^Phe or Val; Tyra.-Trp or Thr; H.Sa.-^Lys Aaa.-^Ser. Asn a 

or Asp. Phea^o-Tyr; HiSas3-*Asp: HiSasa-Lys ^^'Jj ^ iLeu or Thr; Mefe^ 

Val«.-Leu- Tyra75-Thr; Tyr376-Trp; Asnass^Gln. His or Lys. "ess i 

sen Val3' T-Phe Glu. Thr or lie; or comparably modified human cha.n 

38. The cell of any of claims 34 to 37 which is a eukaryotic cell. 

33. A cell-free composition that is free of mature -ha. P^^^^^^^^^^^^ con.i.n9 a h^man or Porcine inhi^^^^ 
„ chain prodomain polypeptide sequence as depicted m ^^^P^^^j J^bstitu'ion of a said 

Chain) or an amino acid sequence ^-"^'^^J^'l^^^ 



40. A cell-free composition containing 



30 



human inhibin chain prodomain sequence 



HSAAPDCPSCALAALPKDVPNSQPEMVEAVKKHILNMLHL (Amino acids 1-40 
35 of Fig 8). PDVTQPVPKAALLNAIRKLHVGKVGENGYVEIEDDIG (amino 

acids 44-80 of Fig 8 . ) , 

ftEMNELMEQTSEIITFAESGTARKTLHFEISKEGSDLSWERAE^™LFLKVPKAH- 
RTRTKVTIRLFQQQKHPQGSLDTGEEAEEVGLKGERSELLLSEKWDA (amino 



40 



ac 

45 



ids 83-185 of Fig 8), STWHVFPVSSSIQRLLD- 
QGKSSLDVRIACEQCQESGASLVLLG (amino acids 188-230 of Fig 8), 

or naturally occurring mammalian amino acid sequence variants thereof; 
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b) a polypeptide comprising the human inhibin chain prodomain sequence 

'CTSCGGFRRPEELGRVDGDFLEAV, (amino acids 

7-30 of Fig 9) , 

HILSRLQMRGRPNITHAVPKAAMVTALRKLHAGKVREDGRVEIPHLDGHASPGAD- 
GQERVSEIISFAETDGLASSRVRLyFFISNEGNQNLFWQASLWLYLKI,I.PYVLEKGS 

(amino acids 33-145 o£ Fig 9), 

VRVKVYFQEQGHGDRMNMVEKRVDLKRSGWHTFPLTEAMALFERGE (amino 
acids 149 - 195 of Fig 9), 

LNLDVQCDSCQELAWPVFVDPGEESHRPFVWQARLGDSRHRI (amino acids 

198-241 of Fig 9) , 

t^:^'Z7::tj:t:z rrrr.~« - - - 

chain prodomain sequences 

KVRALFLDALGPPAVTREGGDPGV (amino 



30 



ac 



ids 1 - 24 of Fig 6) , 



HA.GGPTHRGSEPEEEEOVSQAXLPPATDASCEnKSAARGLAQEAEEGLFRYMFR- 

.PPHW.V.HLATSALSLLTHPVLV.LLRCPLCTCS.RPEATPF.^^^^^ 
° (amino acids 32 - 199 of Fig 6). 

or naturally occurring mammalian amino acid sequence variants thereof. 

" 41. A cell-tree composition containing a human or porcine .hibin ^^^f^^'^— 

sequence as depicted in Fig 2B (porcine , ch^.ns) ^^^J^^^^^^^^ p^l^^in sequence, the 

acid sequence variant by way o sequence, and being cross reactive 

variant being substantially homologous with a polypeptide ot a saio s«4 

,0 "ranlcSes raised against a polypeptide of a depicted sequence. 

42. The composition of claim 4t wherein the . chain is the chain and the composition is free of mature 

/3a cliain sequence. 

„ 0, « „He,e,n ... . c.„n is « cH.„ ,nd ^ co.pcs,«». is ... 0. -na.r. 
/Sb chain sequence. 
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44. The composition of Cairn 40 wherein the variant is the corresponding porcine amino acid sequence, the 
composition containing: nrodomain sequence depicted at: amino 

chain prodomain polypeptide sequences depicted at. amino acias xo o , 
of Fig 1B. 

46. The cc«.po*„ o. an, o. Cairns 39 .0 44 whe^n pCypap.* is unacoompaniad b, naliv. 

glycosylation. 

46. c<,.posi«on 0. an, o. ciaims 39 ,0 45 «hich is s«,e and wbaraln *a P«.,pep.de Wha, 
comprises an immunogenic polypeptide. 
" 47. Tha .sa o. a composMon 0. an, o. o,ain,s 39 .0 46 in ,ha prapa.«on 0. an antibody capabia o. binding 

said polypeptide. 

48. The composition of any of claims 39 to 46 wherein the polypeptide is conjugated to a detectable group. 
" 49. The composition of claim 48 wherein the group is an enzyme, fluorophore or radioisotope. 

nf =nv nf Claims 39 to 44 48 or 49 which is insolubilized by non-covalent absorption 
50 The composition of any ot claims oa lo to 
or covalent cross-linking to a water insoluble support. 

25 ., claims 39 to 46, 48 or 49 further comprising a physiologically acceptable 

Claims for the following Contracting State : LU 

^° . . .ethod comprising — ^ ^^^^ 

encoding a ^ P^sT^t^^^^^^ B porcine a chain). Fig 28 (porcine , chains). Fig 6A 

sequences of which are as aepictea in ng vp sequence variant by way of 

(human a chain) and Figs 8 and 9 ^'^^'^^^^ f^SrsU'^J.^'^^^^^^^^^^^ being substantially homolo- 

brrr sir»::;rsr?rrr:d:rse;anca: » 3, ba,i. ,iKa 

hormonal activity to a polypeptide of a depicted sequence, 
chains). 

3 A method according to Claim 1 wherein the vector encodes an inhibln . chain, or an amino acid 
■ sequence variant thereof, other than native human or porcine .a- 

A .ethod according to claim 1 where, the nuc.ic I ^V- 

inhibln derivatives (Asn^es^Glnllnh. C^^^^^^^ " 3 ^A^g V^u or Cysasc-^A]- 

or Lys322-Allnh,3.:[LyS322-His or 1'"^^- Lys^i ^ ^^9- vai^^^^^^ i [proas, 

inh... [Lys,„-Gln]lnh..: ^''^^^^^^''^J^^^^^^^^ of inhibln and the 

Gly3S2- Pro Phe Glyllnh.s: t^^^^^f "or " coS^^^^ «nh.A residue (see Fig. 28); human 
residue numbers for Inh.a are those used <° J^^^^^^^^^^^^ d^tion at. or insertion next to. a 

inhibln Chain variants having vana,ons wh^ch «"bst^^^^^ sequence depicted in Fig. 8; and 
-rsTranTchr^^^^^^^^^^^^^^ ^^^^.s with^e sequence depicted in Fig. 
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. . . u .h. nnrlaic scW cncodes a variant of a human (1» Inhibin chain 
6. A maWd according to dain. 1 «*»re,n the ™*<^ j -f^, pha: Trp., .-Tyr or Phe; 

salactad from Pha,.,-ila or " 

> -vr-:prG:.™i:?;L7:rr^r,m^i::h:ma^.a^^^ 
-anrx^'ro;x::sra^r:r^^^ 

7 Tho method 01 an, one of the preceding claims .heroin the eel, Is a proi«r,ota. 

,5 form of an infiibin a chain or an inhibin p chain. 

. The mafhod o. c,« 8 .^ain the vector comprises nucleic acid ^ceding the prepro form of .cfh the 
inhibin a chain and an inhibin ^ chain. 
„ ,.. The method of an, one of Cairns , to . 8 or e v^rain the ce. Is a eel, from a mu.,ce„ular organism 
and hormonally active inhibin is produced. 
11. The method of claim 6 wherein the promoter is a viral promoter. 
,5 12. The method of claim 1 1 wherein the promoter is an SV40 promoter. 

1^ The method of any preceding claim wherein mature porcine or human inhibin Is recovered. 

. I • . 1 7 or 10 to 12 wherein the vector comprises nucleic acid encoding the 

Lncer^Son greater than about 20 ng/ml in the culture medium. 
A composition comprising human or porcine 

sequences of said a and ^ chains being ««^<=*f .^fg ^n^^^^^^^^^ chaL), and amino acid 

2B (porcine , chains). Fig 6A (human <» chainM"^ ^^^^^ of a polypeptide of a said depicted 
sequence variants by way of '"^f ^'.f '^^^^ 

rr»3Thr,Lrra:r:::o;:^^^^^^^ 

is completely free of unidentified human or porcine proteins. 

8 and 9 (human p chains). 

IS. A composition according to Calm . wherein said .nan. 
50 (Asn.ee-'lnlGlnha: [Cyss.s or CyS3.,-A]lnha. IJ^^ ^^^^^^^^ icyssss or Cysa^o-Mlnh^.. 

[Lys3.-His or Inh^.; LyS3 s^A^^^^^ Cysaao-Allnh^e [Proas, Glyas.-^ Pro 

[Lys,n-Gln]lnh^A; [Argais-Lys. '^^^'^'^l^l^^'l^^^^^ inhibin and the residue numbers 

Phe Glyllnh^Bi lArgass-Glnllnh^B. '"Vlh. reSe (see Fig. 2B); human inhibin chain 

for Inh^B are those used for the correspon^ ^-^^^^^^^ '^^^^Zoo next to. a residue selected 
S5 variants having variations ^^^^^ aj. ^^^^^^ 3 tnce deP'cted in Fig. 8; and variants of human 
TcUn whiS ^^^:^^Z^^ - the sequence depicted in Fig. eA. 
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. co^pos^on accent .« ,e T^rptN^ " -^^^^^^^ 

unassociated with native glycosylation. 

4 «»tHrP human or porcine iniiibin /3a or chains, said 
21. A composition comprising a ^L'^'^ZTZ F gs 8 and 9 (human ^ chains) or of an 

chains being as depicted in 2B (P°«^ "! .^^^^^^^^^^^^^^ of a polypeptide of a sa.d 

amino acid sequence variant by way °* '"^^^^^l^^^^ with a polypeptide of a depicted 

of the inhibin a chain. 

H-nn ,0 Claim 21 which is a homodimer of mature human or porcine chains or a 
22 A composition according to Claim -ii wnii.n 
said amino acid sequence variant thereof. 

, porci J inhibin said *alns teing a= depicMd jl^™^,; J„ <, .ubstltullon ol a said 

« chains) 0, 0, an amino acid '^^;"L„^»s «W, a poiypoptide ol a *,<c.od 

. ':^:rL':^'Szz\z::^^T.^ »h.h cc^pos^on . ... 

of the inhibin a chain. 

„. .c_o.a, ON* enccdin, a ho™.JJ r^.VJplJr LTB^r^' ^, 

by way of insertion, deletion or substitution 3^q,ence excluding bovine inhibin « 

being substantially homologous with a Po .yP;'^'^^^^^^^^ Jainsfa polypeptide of a depicted sequence; 

.0 Lilg teholonal activity to a polypeptide of depicted sequence. 

■^uiKm ^ nr a human or porcine inhibin ^ chain 
The DNA o, Cai. » encoding a « :;S;:c:a,7Hg » Vrcino, « chains,, m 

r»rcC3TS--c:vLnsr 

The ONA 0. c.i. .4 »hich encodes a vana. seiecle. P»*e 

,nh„;lCys.„ or Cys„.-A11nh<.; ICys.., o, Cv^"'-'''^'^- "j''^s3..-AllnhMLys...-SI"l'nW.i 
or Serllnh«.-. tlys..,-Arg; Vab,.-Th.l J7J" „,,^. .'p.^,, ay..=- P'o Phe Slyl- 
l*,9.,s-Lys; Val.,>-Thrli"hW Cys... o^C - A i hj»,^ L^^ ^^^^ ^ 
lnh<.;|Ar93n-6lnllnh«., wherern Inh Z^^" p jb). hurr-an ir.h,bih 6. chain variants 
are those used lof the Jt'-Ja^at » inLio next to, a residue selected from 

h.*0 variations which are subs*»on 0 ^^^^^^^^ ;„ p,g. a and variants ol human . 

T. 01 Caim . which encodes a van^«« o™^^^^^ s.e.. .cm Phe..-«e or 

r r:^r rr-r ";;rein"isi Tyr„,-.Thr or Mp, Phe...-T,r. H,s„.^Asp; 



25. 



26. 



27. 

Thr; Hisais-^Lys; 

31 



EP 0 222 491 B1 



-r vi=>i -Phe- Val364-Leu; Tyrgys-Thr; Tyr37G-Trp: 

comparable modified human chain 

30 A replicabie vector comprising a DNA of any of claims 21 to 27. 

. n.r«hlv linked to the DNA encoding the inhibm a 
" 31. The vector of claim 30 comprising a viral promoter operably 

and/or B chains. 
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rZl a.... .0 c,a. -rT»ra:rSpr;eS -:r:;;r ^^^^^^^^^ s 
3e . ^ ac.« .0 3. — '-^r ^c;:ror:s«^^^^^^^^^^ 

inh« TLV8 ,„-6lnllnh«,; lAr9>..-Lys; Val.,s ™'™"»' ' .bbrevialion of inhibm and » 
'^ti'^pV^e 6l,linh«=; ''^"'-''?r,^:„rp«ldi^ iZ. .esklua (.aa 2B,; human 
Sd« numbers fo. InM. a.e those used lor " """'^on o, deletion at. or insertion next to. a 
Chain .agents Z^S^o, the se,«hc -epictad Jh ^ ^ . ^ 

„. L 00. aocordin, ,0 Cin. 3. e----' ^rC^^^rt: 

3. The cell ol an, of claims 34 to 37 »hich is a eul>ar,otic cell. 

. . cell-lree compos»on that ,s free . mature , ch* PO,,P^^^^^ ST- "iO^f ^ 

a Chain prodomain polypeptide sequence as depicted m i J ^f a said 

, chS or an amino acid sequence --^^^^^S^J^^^^^^^^^ a polypeptide of a said sequence 
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„SMP0CPS™PKDVP«SQPEMVEAVKKHXI«.H. ...ino acids X-40 
of B,, P0VTQPVPKA..LKM.K.HVOKVOENGWEIEODIO (a.ino 



acids 44-80 of Fig 8.) , 

....KVTX.L.0OOKHPO.S.r>™v=-— — ''"^"^ 
" acids 63-185 of Fig e) , STWHVFPVSSSIQRLLD- 

CTSCGGFRRPEELGRVDGDFLEAV, (amino acids 

25 



■ -1^-145 of Fig ^1 I 
(amino acids 33 i^s o a - , • „o 

V.VK«F0E0aHCOKW«MVEK~SCW„TFPI.TEM0ALFEROE U.^n 
acids 149 - 195 °£ fig 9). 

„cbscoei.wpvf™pceesh„pk~i.bs.h« U^ino ac. 

198-241 of Fig 9) . 

acid sequence variants thereof; or 



chain prodomain sequences 
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ac 



KVRALFLDALGPPAVTREGGDPGV (amino 

ids 1 - 24 of Fig 6) . 



56 



33 



EP 0 222 491 B1 



[ LF PATD ASCEDKS AARGLAQEAEEGLFRYMFR - 



HALGGFTHRGSEPEEEEDVSQAII 
PSQHTRSRQVTSAQLWPHTGLDRQGTAASNSSEPLLGLLALSPGGPVAVPMSLGH- 

(amino acids 32 - 199 of Fig 6), 

or naturally occurring rnammalian amino acid sequence variants thereof. 

41. A cell-free composition containing a human or pordne inWbin ^ ^^^^^^^^ amino 
sequence as depicted in Fig 2B (porcine ^ chams) and J-gs^^^^^ ^ .^^.j, sequence, the 

— — .-™-""~ 

20 j8a chain sequence. 
)3b chain sequence. 

acids 28 to 58; ammo acids 61 to 87, amino ac a 

182 to 213; amino acids 216 to 258; or ammo acids 28 to 87 °' ^ ^ comprising the porcine inhibin a 
ofFiglB. 

.nv of claims 39 to 44 wherein the polypeptide is unaccompanied by native 
45. The composition of any ot claims o» 
35 glycosylation. 

f ri«,ms 39 to 45 which is sterile and wherein the polypeptide further 
46 The composition of any of claims 39 to 4& w 
comprises an immunogenic polypeptide. 

r H.ims 39 to 46 in the preparation of an antibody capable of binding 
40 47. The use of a composition of any of claims 39 to 46 P 
said polypeptide. 

49. The composition of claim 48 wherein the group is an enzyme, fluorophore or radioisotope. 

. nf maims 39 to 44 48 or 49 which is insolubilized by non-covalent absorption 

50. The composition of any of claims 39 to 44 o 

or covalent cross-linking to a water insoluble support. 

• . of claims 39 to 46, 48 or 49 further comprising a physiologically acceptable 
i::::^^:^ - -VPept- .0 the .ssues Of an animal. 

Claims for the following Contracting State : GR 

encoding a human or P»'<^'"7'>*" " 'Tl^,TTcJ<). Fig 2B (po-cina t chains). F,g 6A 
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w ... u .«id depicted sequence, the variant being substantially homolo- 

sequence, 
chains). 

. . accord., ,0 , »h„.n *s veCc e^es an a,« va« C ...an o- pordne 

inhibin a and/or & chain. 

™ .e«d 0, an, C ^ P-*^-- ^Z^^T^T^^'^^T^'^' 

cri-^rr: rr rr;cS:Sn „, .i « c*. 

6 T,^ n,.«.cd 0. an, on. oi ,ho p.«e0in9 claims »«.cln *o cell Is a proto,o.e. 
e. ™ .a.od 0, an, one o, « P-eceain, claims w^ejn .eCo, compnses n..,c acid ancCIn, 
,h6 prspro lorn, ol an Inhlbin . chain or an inhitjin e chain. 

both the inhibin a chain and an inhibin ^ chain. 

. . ■ 1 tn A B or 7 wherein the cell is a cell from a multicellular organism 
8 The method of any one of claim 1 to 4 6 or 7 wherein 
and hormonally active inhibin is produced. 

9. The method of claim 4 wherein the promoter is a viral promoter. 
10 The method of claim 9 wherein the promoter is an SV40 promoter. 

, , • i to s or 8 to 10 wherein the vector comprises nucleic acid encoding the 
K H r ..im 8 or 11 wherein the ^ chain is the fi. chain and the inhibin is present in a 
. method according to Claim 4 wherein - ^^^^^^^^^^^^^^ 

^ chain, amino acid sequences of said « and ^ ch^" ^emg ^ ^ 

(porcine a chain). Fig 2B (porcine ^.^^^'^^•'^^f,^^^^ deletion or substitution of a polypeptide 
chains), and amino acid sequence vanants '"'^^^^^^^^^^^^ homologous with a polypeptide of a 

of a said depicted sequence, which 

depicted sequence and 1) are cross ^^^^^^^^^ of a depicted sequence; or 

sequence; 2) are cross reactive with cell surface recep^^^^^^ ^^.^^ composition is 

3) have like hormonal activity to a polypeptide of a depicteo q 
completely free of unidentified human or porcine proteins. 

.5. A method according to Claim 14 wherein the ^^^^^ ::^Z^^ 
rcS SVbT-°; rai^P.^ ~ . and Pigs 8 and 0 (human . 

; chains). 
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. c^a), an. 9 0,u.an ^ *ain) unas.c>a»d w* na«». 9lyco«*n. 

. ^-^^r iQ rf^rovered which is a homodimer of mature 
17. A method according to Claim 4 wherein a ^ ^J^;; ^'^^^^ ^^^'^^ .^picted in Fig 2B (porcine , chains) 
human or porcine inhibin or .^b s^^^^^^^^^^^ variant by way of insertion, deletion or 

and Figs 8 and 9 (human ^ cha.ns) or an am no ac.d seq substantially homologous 

substitution of a polypeptide of a sa.d ^ep-cted sequence ^^^.^^^.^^ ^^.^^^ ^^^,^3^ ^ 

with a polypeptide of a ^^P'^'^^ -^"^^^^^^^^^ 1 oss eactive with cell surface receptors for a 
^ ^^^deSeTse^r::; - hormonal activity to a polypeptide of a dep-cted 

, Cence; which dimer is free of the inhibin a chain. 

. .ethod according to Claim . wherein a — er of mature human or porcine . chains or a sa.d 
amino acid sequence variant thereof .s recovered. 

. . .ethod according to Claim 4 wherein a . chain d..^^^ ^rrsS^c^^^^^^^^^^ 
" human or porcine inhibin -J^J huln rch^Jror a" amino acid sequence variant by 
Fig 2B (porcine /3 chains) and Figs 8 and 9 (h"man ^ cna , ^^^^^ .^^^ 

w^y Of insertion, deletion or ^ fd^^^^^^^^ 'secZence and 1) being cross reactive with 

substantially homologous with a polypeptide 2) being cross reactive with cell 

antibodies raised against a po ypep de o^ ^^^^^f^J^^^^ ^-.^^ hormonal activity to a 

.0. .on Chromosomal ONA encoding a human^^^^^^^^^^^ ^l^!^ 

the amino acid sequences of which are t^^^^^^" ^J^" ' ^.^ains^^ or an amino acid sequence vanan 
chains). Fig 6A (human a chain) -"J^^oVof a pSp^^^^ a Lid depicted sequence, the variant 
by way of insertion, deletion or substitution of a polypept ^.^^ ^^^^^ ^ 

being substantially homologous -^^^ P^T'^^^^ .^^^ 2) being cross reactive with ce 

or . havmg .e hormonal activity to a 

^° polypeptide of a depicted sequence. 

« T,« DNA „, da,. 20 or 2. Is .r« 0. intervening un.ans,a.ad aecuences. 
^ T.e DNA o, an, one o, C,*s « .0 22 wnich is iabeiied »i«> . de»«ab,e nroie^,. 
" 24 A repliceble vector comprising a DNA of Claim 20 or 21. 

and/or p chains. 

„; ™. vecor o, caim 2, or 2S »nicn con.ins DNA enco^in, an in»in . cnain « no, « inH.n , 

chain. . . 

- .3. A host cell transformed With a replicable ™^^ 

„ and/or an inhibin P chain the and Figs 8 and 9 (human ^ chains) or an 

Chain). Fig 2B (porcine ^ chains). Fig 6A (human . chan) g^^^^^^,^_^ ^ ^^^^^^^^.^^ 

amino acid sequence variant by jlJ^^J^ '"3^^^^^^^^ ..h a polypeptide of a depicted 

65 depicted sequence, the variant being ^^.,3^^ against a polypeptide of a depicted 

sequence and 1) being cross ^^act-ve j-th ant^^^^^^^ 9 ^ ^ 3^ ,,,„g 

sequence: or 2) being cross reactive with cell surface recep 
like hormonal activity to a depicted sequence. 
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■ riMA pnrnries a human or porcine inhibin a and/or an 
29. A host cell according to Claim 28 wherem ^^/'J^'^^^.Z^, pig ib (porcine a chain). Fig 2B 

inhibin Chain, the amino acid ^^-^"^^^^^''^^^^Z 9 (Suman chains) 
(norcine /3 chains). Fig 6A (human a chain) and Figs 8 and tnuma 



10 



20 



25 



30 



5 30 The cell of claim 28 or 29 which is a eukaryotic cell. 

31. A method according to 4 wherein t. .^^^^^^^^^ 

n,ature a chain sequence, containing a t^"-^^; ?^ P^"^'^" (..^.^ « chain) or an amino acid 
sequence as depicted in Fig IB (P°;^^'"^ J ^^^^^^^^^^ 

sequence variant by way of msertion, deletion or substrtution o a p ^^^^^ ^^^^^^ 

being substantially homologous with a polypept de of a a said sequenc 
aZdies raised against a polypeptide of a depicted sequence. 

HSAAPDCPSCALAALPKDVPNSQPEMVEAVKKHILNMLHL (amino acids 1- 

40 Of Fig 8), POVTQPVPKAALLNAIHKLHVGKVOENCVVEIEDOIG 
(amino acids 44-80 of Fig 8). 

.E«NB.»EQTSEXITr.ESCT.HKTL„rEXSKBGSO.SVVEK.BVW...KVPKA.- 

acids 83-185 of Fig 8), 
STWHVFPVSSSIQBLLDQGKSSLDVRIACEQCQESGASLVLLG ( a^ino ac.as 

188-230 of Fig 8), 

CTSCGGFRRPEELGRVDGDFLEAV, (amino 

acids 7-30 of Fig 9), 

„X.SH.Q«HG.PNITH.VPK.AHVT.LRKLH.GKV«E.GRVEIPH.OGHASPG.D- 
GQEPVSEZISPAETOG..SSBVHLVrFISNEGNQNLPVVQASL«LV.KL.PVV- 

LEKGS (amino acids 33-145 of Fig 9), 

VRVKVYFQEQGHDE«NMVEKRVDLKRSG«HTFPLTEA1QALFERGE ( a^ino 

50 

acids 149 - 195 of Fig 9 ) , 
LNLDVQCDSCQELAVVPVFVDPGEESHRPFVVVQAHLGDSRHRI ( ami 

acids 198-241 of Fig 9), 

or naturally occurring mammalian amino acid sequence variants thereof; or 
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u • =mino acid sequence comprising the human inhibin a 
c) a polypeptide free of the mature « chain am.no acd 
chain prodomain sequences 

KVRALFLDALGPPAVTREGGPGV (amino acidS 



1 _ 24 of Fig 6) 
HALGGFTHRGSEPEEEEDVSQA 



ILFPATDASCEDKSAARGLAQEAEEGLFRYMFR- 
»pp„«AVLHLATSALSLLTHPVLVI.LLBCPLCTCSARPEAT 



75 



20 



25 



Ac. - 199 of Fig 6), 

GERA (amino acids 3Z 

,3 A ™*od according » C^m 4 *t ntcSI poV^Si.'^^^^ 

Luwng a human <x porcine ln»P.n « Lno acid aoquanco variant by »ay d 

::;s2::'airsra%rpeprra^«p---- 

. ™ .o.nod . Cai. 33 — . onain i.. . cnain and .ne co.po*n is 0, « . 

Cain socuanco. ^ 
36. nrewod of daim 33 «nerein » cten ,s » «. cha,n and 

chain sequence. 

36 n..0d o. Cai. 3a »«ain .a — ia .na corraspondin. porcine a.,» acid .ac„.ca. « 

■ ■ "Tary;:?s:'"^--^T,c^^^^^^^ 

arids 28 to 58; amino acids 61 to 87. ammo dt-iu 

l i 0 213; amino acids 216 to 258; or ^-"°f^f;/^';;3'J,l'S comprising the porcine inhibin a 

rCd:s;s:S.^r^^--^^^^^^^^^^^^^ 



3,. . an, 0. Cai. 3, .0 36 .arain .a po,ypap.ide ia — iad Py na.. 



« , ona o. cairns 3, ,o 3. ..rain *a co.posi«on is s.ari,a and «.r ccprisin, 

^'V"P«« 1* — anic ^ivpap.-. 
3,::c,.c<»pos,«ono,anyo.c..s3,.o33.n.naprapa,*no.anan.Podyc.a.o..d,n. 

- . : riy . cia,. 3„o 33 ..ar co..si. con.a.n. . po,ypop«do .o a da.aP. 

group. 

. « .a... 0. Cai. « ».arain « .roup is an anzynn.. iiuorophora or radi.so,c^. 

, , „s 3, ,0 38 « 0, 4, w.».ain -he composi*. is insolubir.ad by non- 

iirarso^rorc:^" i:^^ . --'^ 
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. . • -,1 t,. 18 or 40 to 41 further comprising mixing the composition with a 

of an animal. 

5 Claims for the following Contracting States : AT, ES 

u ,nn « host cell transformed with a vector which includes nucleic acid 
1. A method compnsmg ^"""""S '"J a human or porcine inhibin chain the ammo acid 

encoding a human or porcine ,nh.b.n a chain and ^J aj w ^^.^^ ^^^^.^^^ ^.^ 

sequences of which are as depicted in Fig ll^^'^^l;^'^^^ sequence variant by way of 
,0 (human . chain) and Figs 8 and 9 f;^'^:;"^^^^^^^^^^ being substantially homoio- 

75 sequence. 

20 chains). 

inhibin a and/or chain. 

ro/™:r.^:s'ri rr rjrr„:=r.' ... .0. c*. ..... 

Th. .*od 0. an, one o( .h. preceding c,.,.s wh.,ein *e eel, Is a p-oka„o«. 
..e .e«,o. o. anv »e e, P-ecedln, cl*s — .ne vec» co.pnse. n^lelc acia encCIn, 
to prepro torn of an inhibin » chain or an .nhitan « chain. 

both the inhibin a chain and an inhibin chain. 

. . • i ,n A 6 or 7 wherein the cell is a cell from a multicellular organism 
8 The method of any one of claim 1 to 4. 6 or 7 wnerein 
and hormonally active inhibin is produced. 

The method of claim 4 wherein the promoter is a viral promoter. 
10. The method of claim 9 wherein the promoter is an SV40 promoter. 
1. The method of any preceding claims wherein mature porcine or human Inhibin is recovered. 

, , • ci to s or 8 to 10 wherein the vector comprises nucleic acid encoding the 
- Irrnrn^anVl ml" .-chain dimer is recovered free of the .chain. 

.3 The method of claim 8 or 11 wherein the . chain is the chain and the inhibin is present in a 
loncentration greater than about 20 ng/ml in the culture medium. 

... . .ethod according to claim 4 wherein the inhibin is ^n^ or ^J^^;;^^:;:^ 
p chain, the amino acid sequences o^^^ « and ^ chain being ^ ^ ^^^^^^ ^ 

(porcine « chain). Fig 2B (porcine ^ .^^^'^'J^ ^f^J^^^^^ 

chains), and amino acid ^^^"^"^Vl " homologous with a polypeptide of a 

of a said depicted sequence, which ^'Jf J^^^^^^^^^^^^ 

crot rlr:^ r irre^r : - a polypeptide of a depicted sequence; or 



5. 
6. 

7. 
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I ^^ntirtP Of a depicted sequence; which composition is 
3^ have like hormonal activity to a polypeptide o a aep 
complily free of unidentified human or porcine protems. 

A method according to claim 14 .her^ the ^^^-^^cS 
chains). 

hua,an or porcine inhibin »' *«■ ^^J^^ ,equo„i "» °' 
and Figs 8 and 9 (iruman « chains) »' L variant being suOslantlally liomologous 

s„bsliu,«on 0. a polweplido ol a ^■"J"','',^'^^, ,eaaive «itb anffiodles raised agains. a 
„ith a polypeptide 01 a deplcl«l sequent and l)be,^ oro ^^^^^ 

sequence: which dimer is free of the inhibin a chain. 

. .e.od acceding to Cai. . — a .rn^i^er 0, nna.« « or porcine . cnains or a ^ 
amino acid sequence variant thereof .s recovered. 

A method according to claim 4 wherein a^^rorr:i::rnrrrc^^^^^^^^^^^^ 

human or porcine inhibin -j^^.^^^'^'l'^^'^'^ZZ^^^ ^^^"^"^^ ^'"f 

Fig 2B (porcine ^ chains) and F.gs 8 and ^^"^^/J^J^ depicted sequence the variant bemg 
Jy of insertion, deletion or ^^^st-tu -on o f Po iypep^^^^^^^^ ^'^ence and 1) being cross reactive w.t 

jt^rr^dScted^^^ 

.0. . method for the P--n of non c— . ^^^^^ Co^rrcha- 
human or porcine inhibin ^ chain as ^eP'Ctf "^-gj 3,.,^ sequence variant by way 

Fig 6A (human a chain) and F.gs 8 and 9 (^^^^^^^^^^^ ^ depicted sequence, the variant being 
of insertion, deletion or substitution of ^ J^^^^^'^^^^^ ^^^^^^ and 1) being cross reactive with 
substantially homologous with a P^'f/^^f /^^pjSteque^^^^^ or 2) being cross reactive with cell 
antibodies raised against a polypeptide °' ^ f J"^*^^^ 3) having like hormonal activity to a 

'Xtpirrdrpi^ed^reC;^^^^^ 

ovary, or screening genomic libraries of any cell. 

. .etnod according to ci.. .0 — ^ dTnoTrd^^rdT^^^^^^^^^^^ '"^^"r:^^^ 
^ .ne method o, Cain. .0 o, . ».re ~n.ohrontoson,a, PN. is tree o, inte^ening untransiated 



sequences. 
DNA with a detectable moiety, 
or 21 in a cloning vector. 

The .ethC c, Cai. « therein the ON. --^^eiC"^ Z^^^^^^' 
linked to the DNA encoding the inhib.n a and/or ^ chains tnereoy p 
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inserted into the vector, 
inserted into the vector. 

. So Jo sequence variant b, «a, »V:,Cfelw1Si?.c^o''' »ith a polypep«* of a dep,«od 

fcS^ .TeA ?irS°anO S a„0 . ...an . 
„ 3a Ths call 01 claln, 26 or 29 -«h Is a ouKaiyotlc call. 

3, . ..noO acco*, » CI.. . w.o,a,n in. '^T:::^ ^^''•.'^^^-^^^^ 

» EboetTa^'o^erl^""??— ^^^^^ 

a deoicted sequence. . . 

, „ .o,ain <^ racovaraO Inhlbln chain Is a »ll-l-« con,posl«on conlainmo 
^ * Ta'^^i:^™*: ~ lnhl.n chain p,«don.a,n aaqaance 



•40 oi 

o^^r^c 44-80 of Fig 8). 
acids 83-185 of Fig 8), 

45 

188-230 of Fig 8), 

0, na,u,all, occo^ln, n,an,n,a.ian ammo add saqoanca variants Iharao.; 
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• K.hin fio chain prodomain sequence 
b) a polypeptide comprising the human mh.bm cham p 

CTSCGGFRRPEELGRVDGDFLEAV, (amino 

.-.SRVRLYFFISNEGNQNLFVVQASLWLYLKLLPYV- 
GQERVSEIlSFAETDGLASSRVRLYhM 

. ^^-j/ic -^3-145 of Fig 9), 
TEKGS (amino acids j-'*-' 

acids 149 - 195 of Fig 9), 

norPF<^HRPFVVVQARLGDSRHRI ( amino 
LNLDVQCDSCQELAVVPVFVDPGEESHRPFVV 

acids 198-241 of Fig 9), 

20 

chain prodomain sequences 

KVRALFLDALGPPAVTREGGPGV (amino a<=ids 

1 . 24 of Fig 6), g^^SLAQEAEEGLFRVMFR- 
» „,.GGFTHRGSEPEEEEDVSQAILFPATDASC 

PSQHTESRQVTSAQLWFHTGLDEOGTAASNSSEPLU.LLALSPGGPVAV 

XrAvlA.SA.S..™PV.V...PCP.— PF.VA„.™^^ 

35 ..^ _ 199 of Fig 6), 

GERA (amino acids csz 

0. naturally occurring mammalian amino acid sequence variants thereof. 

. , *e co.espon«ng pordne amino acid s,,«ce, « 

composition containing: . . prodomain sequence depicted at. am 

" polypepSdo cornp,*! »» P'^^™ » » '08. a™n<. acids „ » 179; am,no acda 
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Chain prodomain polypeptide sequences depictea 
of Fig IB. 

H , nf Claims 31 to 36 wherein the polypeptide is unaccompanied by nafve 
g 37. The method of any of claims Ji 

olvcosylation. . . 

, 3. 10 37 WW* the composi«on is Sente and .u*er composing 

said polypeptide. 

, ..-.s 31 to 38 further comprising coniugating the polypeptide to a detectable 
40. The method of any of claims 31 to 3B tunne 

75 gfoup- 

, ..e method of claim 40 wherein the group is an enzyme, fluorophore or radioisotope. 

. , ■ 3-1 to 38 40 or 41 wherein the composition is insolubilized by non- 
42. The method of any of ^2'*°.^,^ a water insoluble s^ 

20 covalent absorption or covalent cross-Iinking to a w . ^ 

of an animal. 

" j:s:rpS°cr. «r .^^^ ■■ ^ »<. 

1. vendniei . ^,Kou HiP fGr eine menschliche Oder Schweine iTiMiu ir /Qchweine-a-Kette). 

dargesle ll sind. ode, fOr eine durch ^'■""^''^Z^ * Vadente im weaedtMen homo. 
Sdoenzed ed«lte„e A"'«'^"™7r^!^te= ^rsl, M«h unle, AusschluB de. Rinde,-lhh.b,h- 

,,,..eu-«u-Cy=-.sp-Gly-..ys-val-.s„-Ile-cy- 



40 



45 



60 



Cys-Glu-Gly-Gl-cy-"°-^- „ts-Tyr-Arg- 

c-^v- phP-His-Ser-Tnr voj. 
Ser-Ser-Leu-Ser-Pne 

Met-Arg-Gly-His-Ser 

"^T""er::t gegen ein Polypeptid ^^^tTTl^^^ 
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(Schweine-a-Kette). Fig. 2B (Schweine-.-Ketten). Fig. 6A (menschliche «-Kette) und Fig. 8 und 9 
(menschliche /3-Ketten) dargestellt sind. 

■ J \/=nor n-tr Pine inhibin-/3-Kette oder ftir eine AminosSurese- 

':^::rz^r::^ z^.j^^^..^ od. d. .n 

Anspmch 1 spezifizierten. partiellen Rinder-lnhibin-^-Kette versch.eden >st. 

Schweine-lnhibinder«^^^^ ^^^-l^,'^': tL^.^Arg; Vala.-Thr] 

inha: [Lys32i oder LyS322-A]MA.[LyS322 "s Lys; Valais-Thrllnh^B; [Cysaia 

Oder Cys32o-Allnh^B: [Pro38i Gly382- Pro J™^^^^ errtsprechenden lnh/3.-Rest 

zung for Inhibin ist und die Nummern der Reste '^^^Z .^^^^^^^^^^ variationen aufwei- 

verwendeten sind (siehe ^B): ^-^n -^^^^^^^^ R,3t. ausgewShlt aus 

sen. die Substitution ^^^^ Loschung e.nes Restj ^ ^en 

Sequenz sind. 

1 «,«rin die Nulcleinsaure fOr eine Variante einer menschiichen ^A-lnhibin- 
Verfahren nach Anspruch 1. worm die ^uweinsaure Trp307-Tyr oder Phe; Trp3io-Tyr 

Kette. ausgewahit aus Phe302-lle oder Leu; ^'n^^-Asp ^^^^ a a'Ts-^Ser; Asn32o^Gin. Tyr oder 
Oder Phe: Ile3ii-Phe oder Val; Tyr3,7-.Trp oder ^hr. H ^3 ^ ^y^^^^^^^ hybrid); Phe3SB-Tyr; 

His; Tyr32,-Thr oder Asp. ^'^^Xr^t^C^^^^^^^^ 

fis'Kene kodiert. 

dem Kulturmedium umfaBt. 
7 Verfahren nach irgendeinem der vorangegangenen AnsprOche. worin die Zella ein Prokaryot ist. 
3. 8. verfahren nach irgendeine. der -rangegangenen AnsprUc^e. wor. d^ NuK.eins.ure unfaBt. 

die fur die Prapro-Form einer Inhibin-c-Kette oder e.ner Inh.bin-^-Kette kodiert. 
9 verfahren nach Anspruch 8. worin der Vektor eine Nuk.eins.ure u.faBt. die sowoh. fOr die Pr.pro-For. 
einer .nhibin-a-Kette a.s auch einer Inhibin-^-Kette kod.ert. 

" 10 verfahren nach irgendeinem der AnsprUche 1 - 6. 8 oder 9. worin die Zei.e eine Ze.la aus einem 
vS^gen aganismus ist und hormona. aktives .nhibin produziert w.rd. 

11. verfahren nach Anspruch 6. worin der Promoter ein viraler Promotor ist. 

12. verfahren nach Anspruch 1 1 , worin der Promotor ein SV40-Promotor ist. 

13. verfahren nach irgendeinem der vorangegangenen AnsprOche. worin reifes Schweine- oder mensch.i- 
ches Inhibin gewonnen wird. 

50 ^ ^ . y ^^p, 10-12 worin der Vektor Nukleinsaure umfaBt. 

gewonnen wird. 

. 15. verfahren nach Anspruch 10 oder 13. worin die .-Kette die ..Kette ist und das .nhibin in einer 
Konzentration von Uber etwa 20 ng/ml im Kulturmedium voriiegt. 
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ui- K nHfir Schweine-lnhibin, das aus einer a- und einer p- 
16. Zusammensetzung. umfassend ["^nschliches oae ^^^^^^ ^.^ (Schweine-a- 

Kette besteht. wobei die ^"^'"^^^"'^^.^.^""^f ;„f^3l,iche a-Kette) und Fig. 8 und 9 (menschliche ^- 
Kette). Fig. 2B (Schweine-^-Ketten). F;9. 6M^^"^^^^^^^^^^ oder Substitution eines 

Ketten) dargestellten ausgewahit werden. ""^J^^J^^^^^^^^^ wobei die 

Polypeptids mit einer der dargestellten SfP^en.^^^^^^^^^^^ ^J^^ .^^^^ J,en Sequenz sind. jedoch 
Varianten im wesentlichen homolog zu emem P^'^P^P^f ^^^^j, gegen ein Polypeptid mit einer 
unter AusschluB der Rin^er-lnhibin-a-Kette und 1) k^^^^^^^ ZeSoberiiachen-Rezeptoren fUr ein 

dargestellten Sequenz gebildeten An^korpern. 2) kreuzreai^v m ^^^^^^ ^^^^^^^^^^ ^.^ ^.^ 

nichWentifizierten menschlichen oder Schweine-Prote.nen .st. 

Z%. 8 und 9 ?menschliche ^-Ketten) dargestellt sind. 

zusammensetzung nac. AnsprucH 1. worin ^J^^^^fl^ 
inhibinderivaten (Asn.ee-*ln]Glnha; ICy^a- ^ ^ %3,3,^^Thr] Inh^.; ICyssss 

[Lys3. Oder Lysa^.-Ajn^^^A; [Lys^^^^^^^^^^^^ [Cysa. oder Cys.o-Al- 

oder Cys39o-Allnh^A. ILysni^G " "^Ja' ^^^qJ, ' j,^^. worin Inh eine AbkUrzung fDr Inh.bm .st 
inh^B lPro33i Glyas.- Pro Phe ^'yl'"^,^^' j^^^"^,,^^^^^^^ ,nh)S.-Rest verwendeten sind (siehe 

und die Nummern der Reste ^^!^^^'^^ '^^^ ^'^^^ die Substitution oder 

Fig. 2B); den menschlichen '"»^'b'"-^A-Ketten-Var anten ausaewahit aus den Resten 293 - 297. 364 

a„s9e«5hlt aus Pl,a...-lle odar Laj.; Ato,.-Sa'; Asn...-Sln, Tyr Oder H« 

T„„,-Thr odar Asp. Pt»,..-Tyr. gin, His odar Lys; lla,„-Leu odet Thr. 

j8B-Kette. 

«. Z.sa..a„sa..n..a..as.. .. P— 

rrrj^r^^cTd^;"-^^^^^^^^^ " 

. ai. Z„sa..ens..an., — .n i^jZ.^TS^TtZ:^.';-. 
ode, -«.-Ka«an. «obai dia Kattan w» ^^•^JZ^^ZL oda, SubstiMlon eines Poi,pe|=tids m,t 
Ket.en)da.9es,elitsiad,o*.a,n« durch E*^^^^^ Va,ian.a im 

eina, da. dargastallKn ^equen^^, "ha«^^^^ ^ „ k,euz™aktv m« 

setzung vollstSndig Irei von der Inhibin-a-Kette ist. 

V, An.nrurh 21 die oin Homodimer von reifen menschlichen oder Schweine-^B- 

.3. zusammensetzung. umtassend f;^^^- Z^^:^'^^'^^^^ 
mit reifem menschlichem oder Schweme-lnhibm^^^^ wob ^^^^ ^.^^^ ^^^^^ ^.^^^^^^g 

Ketten) und Fig. 8 und 9 Sequenzen erhaltene Amino- 

Loschung oder Substitution eines P^'VP^f ^^^^^^^^^^^ ^olog zu einem Polypeptid mit e.ner 

sauresequenz-Variante. wobei d.e Vanante .rn einer dargestellten Sequenz 

dargestellten Sequenz und 1) kreuzreaktiv m.t gegen em Koiyp p 
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?en Sequenz besitzt; wobei die Zusammensetzung fre. von der lnh>b,n-a-Kette .st. 

ui-^u« ^Hor <;rhwpine-lnhibin-o- oder eine menschliche 
, 24. Nicht-chromosomale DNA. die fGr e.ne '-^^^'^^^f^^^ (Schweine-a-Kette). Fig. 2B 

Oder Schwelne-lnhibin-^-Kette d-^" ^^^^^^^^^^ g ,nd 9 (menschliche ^-Ketten) dargestellt 

(Schweine-^-Ketten). Fig. 6A (menschliche a-Kette) una t-,g^^^^^^^ Poiypeptids mit einer der 

sind, Oder fOr eine durch Einfugung. Loscriung oaer o 

hpi die Variante im wesent- 

Gly-Leu-Glu-Cys-Asp- 
Glv-Lys-val-Asn-Ue-Cys-Cys-Lys-Lys-Gln-Phe-Phe-Val-Ser- 
Phe-Lvs-Asp-ne-Gly-Trp-As.-Asp-Trp-Ue-Ue-Al.-Pro-Ser- 
, Gly-Tvr-His-Ala-Asn-Tyr-Cys-Glu-Gly-Glu-Cys-Pro-Ser-His- 
Ile-Ala-Gly-Thr-Ser-Gly-Ser-Ser-Leu-Ser-Phe-His-Ser-Thr- 
Val-Ile-Asn-His-Tyr-Arg-Met-Arg-Gly-His-Ser 



25 



30 



und wobei die Variante daraestellten Sequenz geblldeten Antikorpern 

1) kreuzreaktiv mit gegen ein Polypeptid m.t ^'"^ ^Jf ^7^^^^^^^^ mit einer dargestellten 



besitzt. 



uiv.i,^ ^H^r Qrhwpinp-lnhibin-a- Oder eine menschliche Oder 
ONA nacl, Ansp™* 24. die fD, eine •^^^^°^'^'Z „ Fto^lB (Schweine^-Kette), Fig. 2B 

ist. 

0.A nach Anspruch die -^^^^^^ 

(Asn.ss^Gln]lnha; [Cysa^s oder ^^5^^;.;^^]'"^^^^^^^^^^ Vaisis-Thr] Inh^.i [Cysass Oder 

Lys322-A]lnhi3.: [LyS322-*H.s ^^er Ser]lnh^. [Lysais Arg, 3,, ^^^^ cysaao-AHnh^B: 

CyS33o-A]lnh^..[Lys.n-'6ln]lnh^. [Arga.-^ y ,3^ ^ie 

[Proas, Glyaaa- Pro Phe ^^^'^'^'^^^^'^^T^^''^^'"^^^^^^^ verwendeten sind (siehe Fig. 

"Jan. dt L 90% """Oiog zu de, in fig. 6A dargestomen S«,uen. s,nd. 

„. ONA n.n Ansp,>«n «. die «, eine ^T--Z 
so Phe,.,-«e Oder Len; Sto,-Asp Oder Lye; T'P.«'-TV' J ,3 ^''C ^ His; Ty.,„-Tt,r ode. 
Oder Vai; Ty„„-T,p ode, Thr. HJs„.-Lys; val,..-Pte Vel.=.-Leu; 

ASP, Pne3..-Tyr; His.s,-Asp; » ''^^^^^^^^ Mob,. -Le. ode, S»; 

js:;::pt; 2:'roS,r'<s;*e ::g;:;:i^:— e„e .ensci.. ..Ke„e 

55 ^ ^ ... 97 die frei von intervenierenden untranslatierten Sequen- 

28. DNA nach irgendeinem der Anspruche 24 - 27, die trei von mie 



zen ist. 
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. A.=nr(irhP 24 - 28 die mit einer feststellbaren Gruppe markiert ist. 

29. DNA nach irgendeinem der Anspruche 24 ^H. aie 

^ ^ino nNA nach irqendeinem der AnsprUche 21 - 27. 

30. Replizierbarer Vektor. umfassend eine DNA nacn irg 

. ■ D,«m«tftr ripr mit der fOr die lnliibin-a- Oder -0- 
, 31 vektor nach Anspruch 30. umfassend einer, v.raien Promoter, der 
■ Ketten kodierenden DNA operabel verbunden .st. 

. ^1 Hpr DNA enthSlt. die sowohl fur eine inhibin-a-alsauch eine lnh.b>n- 

32. vektor nach Anspruch 30 oder 31 , der DNA entnait. a 
/3-Kette kodiert. 

K . ruch 30 Oder 31 der DNA enthalt. die fur erne Inhibin-^-Kette. iedoch nicht fur erne 

33. Vektor nach Anspruch 30 oder Ji, aer u 
eine Inhibin-a-Kette kodiert. 

3. Wirtszeile. die mit einem -^J^^^^^^^^ 
,5 menschliche oder Schwe.ne-lnh.b,n-a-Kette und^^^^^^^ (Schweine-^-Ketten . F,g. 6A 

deren Aminosauresequenzen w.e m F.g. <S2^;^^ Je^) dargestellt sind. oder e-ne durch 

t:::^^:;^^^ --^'"^ Hinder~Ke«e und 

der partiellen Rinder-lnhibin-^-Kette mit der Sequenz 

Gly-Leu-Glu-Cys-Asp-Gly- 
Lys-Val-Asn-Ile-Cys-Cys-Lys-Lys-Glr.-Phe-Phe-Val-Ser-Phe- 
Lys-Asp-Ile-Gly-Trp-Asn-Asp-Trp-Ile-Ile-Ala-Pro-Ser-Gly- 
Tyr-His-Ala-Asn-Tyr-Cys-Glu-Gly-Glu-Cys-Pro-Ser-His-Ile- 
Ala-Gly-Thr-Ser-Gly-Ser-Ser-Leu-Ser-Phe-His-Ser-Thr-Val- 

Ile-Asn-His-Tyr-Arg-Met-Arg-Gly-His-Ser 

35 

besitzt. 

„ (SchweM-fetten). 6A (menschlrche «-K.«e) una ng 



3S. Wirtszei-e nach Anspruch 34. .orin die ^ ^ - -n^^^^^^^^^ 

inhibinderivaten (Asn..s-Gln]lnha; ICy^a.s oder Cysa , A] n^^ Y ^ ^^,,3 ,nh^.;[CyS388 oder 
50 Oder LyS3..-A]lnh^.:[LyS33.-H,s Oder ^^^^^^^ ^^^^^^^ ^,3, ^VS3.o-A]lnh^B, 

Cys39o-A]lnh^A. [Lys *^^-'«'"l'"^^\i'^'9'^!,p,^i,nhflrworin Inh eine AbkDrzung fUr Inh.bin .st und 
rProl G1V382- Pro Phe Glyllnh^B: [Argaas-Glnllnh^B. ™ ' og-t verwendeten sind (siehe F.g. 
KummemderRestefurinh^ediefOrden en^^^^^^^^^^^^ ...^ 3„,3,,,,on oder 

2B)- den menschlichen '"hibin-^A-Ketten-Vananten^d^ Vanat^^^^^^^ ^^^^^ ^93 - 297, 364 

faschung eines Restes oder ^lll^^"^^^^^^^^ °" 
dt rmerLrhoXrd: tVig. BA^argeste-iten Sequenz sind. 
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70 



38. 
39 



75 



o. • Hio nNA fUr eine Variants einer menschlichen ^A-lnhibin-Kette. 
37. Wirtszelle nach Anspruch 34. worm d-e DNA fur e>ne p^,^. Trp3io-*Tyr oder 

ausgewShlt aus: Phe302-lle oder Leu; ^'n^^-rAsP o^^^r V Alasis-Ser; Asn32o-Gln, Tyr oder His; 
Phe! llean-Phe Oder Val;Tyr3,7-Trp ode Th^H.S3,s l^^^^^^^ Phe3ss-Tyr; 

Tyr3„-Thr oder Asp. Phe3.o-Tyr; His oder Lys; ile33,-*Leu oder Thr; 

Val3s.-^Phe; ^^'^s.-Leu Tyr3.s-*Thr; Tyra. ^^^^^ ^^^^^^.^^^^ ,e„3Ch.- 

Met39o -^Leu ocler Ser; Val392-^Pne, ^^lu, mr uuc 
Chen )3B-Kette kodiert. 

Zelie nach irgendelnem der Ar^spruche 34 - 37, die eir,e eukaryotische Zelie ist. 
Ze.reie Zusa..ense.un. die trei ^ "^^^^^^ 

Schweine-lr^hibin^-Ketten-Prodornanen-Pol Pe^^^^^^^ ,,3, Substitutior, einer 

HSAAPDCPSCALAALPKDVPNSQPEMVEAVKKHILNMLHL 
(Aminosauren 1 - 40 aus Fig. 8) 

PDVTQPVPKAALLNAIRKLHVGKVGENGYVEIEDDIG 



30 



35 



HTRTKVTIRLFQQQKHPQGSLDTGEEAEEVGLKGERSELLLSEKWDA 

p. sTWHVFPVSSSIQRLLD- 
(Aminosauren83-l85ausFig.8) 

QGKSSLDVRIACEQCQESGASLVLLG 

(Aminosauren 188 - 230 aus Fig. 8) 

CTSCGGFRRPEELGRVDGDFLEAV 
(Aminosauren 7 - 30 aus Fig. 9) 

45 



50 
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(Aminosauren 33 - 145 aus Fig. 9) ^j_^j^iqm,peroe 
lAminosaurcn 149 - 195 aus Fig. 9) 
(Aminosauren 198-241 aus Fig. 9) 

Chen inhibin-a-Ketten-Prodomanensequenzen 
KVRALFLDALGPPAVTREGGDPGV 

r"sE;lVElo?Soix^PP-n--OKSA.Ra..0E.ECO.ERVMP 

,RP„L.TS;.S.I.T„PV.VU.LRCP.^CS;.PE.TPn.v™PPSaOERA 
30 (Aminosauren 32 - 199 aus Fig. 6) 

Oder natar.ich vo— de S.ugetier-A.inos.uresequenz-Va.^^^^^ davon. 

nen-Polypeptid mit einer Sequenz. ^I''^^ " ^'^^f ^J^^^^^^^ oder Substitution einer dieser Prodomanen- 
Aetten)Wtellt.odereinedurchEmfugun^^^^^ ^^.^^^^ .esentlichen homolog zu 

Sequenzen erhaltene Aminosaureseque z^^^^^^^^^ ^^^^^^^^^^.^ ein Polypept.d m.t 

einem Polypeptid mit einer der ^^^^^^^^^^"^^Xrpern ist. 
einer derdargestellten Sequenzen geb.ldetenAnt.Kop 

• « Kette die flA-Kette und die Zusammensetzung fre. 
42 Zusamr^ensetzung nach Anspruch 41, wonn d.e ^-Kette 

von relfer jSA-Ketten-Sequenz .st. 

• HI. fl Kette die fie-Kette und die Zusammensetzung fre. 
43. zusammensetzung nach Anspruch 41, «onn d.e ^-Kette 

von reifer /Se-Ketten-Sequenz ist. 

. no nach Anspruch 40. worin die Variante die entsprechende Schweine-Am.nosaurese- 
44 Zusammensetzung nach Ansprucn hu, 

quenz ist. wobei die Zu^ammenseUung enthalt^^^^^^^^^^^^^^^^^^ 

a) ein Polypeptid. umfassend d.e S«ejnh.b.n ^^^a _ ^16 - 258; oder 28 - 

wird durch die Aminosauren: 28 - 58, bi oi, 

87 aus Fig. 2B; oder v^ottpn-Aminosauresequenz ist, umfassend die Schwe.ne- 

20 - 54 Oder 70 - 228 aus Fig. IB. 

. -vhP ^9 - 44 worin das Polypeptid nicht von nativer 
45. zusammensetzung nach irgendeinem der Anspruche 39 44. 
6lyl<osylierung begleitet w.rd. 
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•• -JO A«; Hifi steril ist und worin das Polypeptid 
46 Zusammensetzung nach irgendeinem der Anspruche 39 - 45. die steni .st, 

weiters ein immunogenes Polypeptid umfaBt. 
4. verwendung eine. Zusa.— ng nach .gendeine. der AnsprOche 39 - 46 He.ste„ung eines 
, InSpers der ir, der Lage ist. das Polypeptid zu bmden. 

^ An.r^riirhP -^9 - 46 worm das Polypeptid an eine feststellba- 
4a Zusammensetzung nach irgendeinem der Anspruche 39 46. worm 

re Gruppe konjugiert ist. 

H»r An<:nrOche 39 - 44 48 Oder 49, die durch nicht-kovalente 

h 46 48 Oder 49 weiters umfassend eine 

" ^;,i:;T4rnrrrcs^ :rr ^.en. ^ -vp^p.- - * 

Gewebe eines Tieres. 
Patentanspruche fUr folgender) Vertragsstaat : LU 

. vertahren, u.tassend das Kultivieren -"^^ 

Nukleinsaure enthalt. die fur eine '"^f ^^;'?^.°'3'^Je^^^^^^^^^^^ wie in Fig. 1B (Schweine-a-Kette). 
Che Oder Schweine-lnhibin-^-Kette deren ^'^"^ J^^^^^^^^^ e und 9 (rr^enschliche ^-Ketten) 

Fig. 2B (Schweine-^-Ketten), Fig. 6A ("^^^^'^''''^1"^^^^^ Substitution einer der dargestellten 
dargestellt sind. oder eine durch Emfugung^ L^^ch "g °d;r ^ f ,^ wesentlichen homo- 

Sequenzen erhaltene Arninosauresequenz^Var^nte wobe. ^^^^^^^^^ Rinder-lnhibin- 

logzueinem Polypeptid mitemerdargest^^^^^^^^^^ 3,^3, , ,ellten 

„-Kette, und wobei die Variante 1) 'J^^'^^^Ji, Zellobertlachen-Rezeptoren fur ein 

„ ^^-zjrr c= sr..%nr«*e «... * p^p^p.- 

mit einer dargestellten Sequenz besitzt. 

9 (menschliche /S-Ketten) dargestellt sind. 

K . .hi worin der Vektor fUr eine andere Inhibin-^-Kette als die native menschliche 

^ r s^hir "K^or^^^^^^ 

- 4. Verfahren nach Anspruch 1. worin die Nukleinsaure - eine ^^^^^ ^^^^^^ 
inhibinderivaten (Asn.s-Gln]lnha; ICy^.- .^^^^^^ [S's^'s^Arg: Vala.-Thr] lnh^.;lCyS3ss 
[LyS3. Oder LyS322-A]lnh^.;[Lys3..J.s ode^^^^^^^^^^^^ oder Cysa.c^M- 

oder Cys3so-A]lnh^A. t^VS^i i-G " Inh^A. ^ ..^^^J.^"^^^^^^^^^ eine AbkOrzung fDr Inhibln ist 

« inh^s; IProas, Gly3s.- Pro Phe ^'^^fHrenSpr^^^^^^^^^^^^ Inh^.-Rest verwendeten sind (siehe 
und die Nummern der Reste '"'^f ^^^®J"' ^^"3 ,^^3^ variationen aufweisen, die Substitution oder 

Oder Phs;lle,n-Pte Oder Val;Tyr,,,-T,p o*r™ ™5^^^^^^^ Ph««-Tvr; 
« His; T,r.„-Thr Oder Asp ^^^rain i,s oder V; fc„,-Lau Oder Thr; 

^ ^ """"""" 

(Ss-Kette kodiert. 
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Inhibin in einer 



o^non AnsorUche worin die Nukleinsaure. die fUr die 
5. verfahren nach irgendeinem der J^^.^^f 9^^^^^^^ ^J^^, wirtszelle erkannten Promoter operabel 
,nhibin-a.Kette und/oder -^-Kette ^^^^^^^^^^^^^^^ ^on Inhibin oder einem ^-Ketten-Dimer aus 

verbunden ist, und das den weiteren Schritt der Gewinnu g 
dem Kulturmedium umfaBt. 

^^^n An<;nmche wohn die Zelle ein Prokaryot ist. 
7 verfahren nach irgendeinem der vorangegangenen Anspruche, wonn 

en An<;nruche worin der Vektor Nukleinsaure umfaSt, 

einer Inhibin-a-Kette als auch einer lnh.b.n-^-Kette kod.ert. 

.. u 1 R ft Oder 9 worin die Zelle eine Zelle aus einem 

„, vert.hren na* Anspruc. 6, «>rln der PromoW m virale, P— isl. 
« V,rt*,n„a*Anspruch „, de. P.on,o,., eIn SVW-P— 1^ 

veda^^n nac. ,.^e... da, « 
ches Inhibin gewonnen wird. 

. •• 1 7 Oder 10-12. worin der Vektor Nukleinsaure umfaBt, 
14. verfahren nach irgendeinem d^;^.^"^^;;^^^^^ ein reifes ^-Ketten-Dimer frei von der a-Kette 

die fur die Prapro-Form einer Inhibin-^-Kette koaien, 

gewonnen wird. 

V. nHpr 13 worin die ^-Kette die /3 A-Kette ist und das 

Zusammensetzung. umfassend -nschliches oder SchJ^^^^^^^^^ Sch^e-!- 
Kette besteht, wobei die A-inosauresequenzen de^^^^^ ^ ^.^ 3 9 (^,„3,„lche ^- 

Kette). Fig. 2B (Schweine-^-Ketten), "^^^•^^'^ f^^"^'^^^^^^^^ Loschung oder Substitution e.nes 

Ketten) dargestellten ausgewahit werden und ^^^^^^^^^^^^ ^obe> d.e 

Polypeptids mit einer der dargestellten Sequenzen erhaite^ gequenz. jedoch unter 

VarSten im wesentlichen homolog zu J^^^^^^^^^^^^^^ ^ "g^^'ein Polypeptid mit einer dargestell- 
AusschluB der Rinder-lnhibin-«-Kette, ""J^^ ^^l^^^^^'^^z^lUlache f"r ein Polypept-d 

ten Sequenz gebildeten Ant.korpern ^r^^^^^^^^^^^ AktivitSt wie ein Polypeptid m.t emer 

srersrzS^^^^^^^ — ^^^^ 

menschlichen oder Schweine-Proteinen ist. 

"•^TnTrF^^iBX.:^^^^^^^ 

Itng. 8 und 9 Jmenschliche ^-Ketten) dargestellt sind. 
zusammensetzung nach .n.ruch ^ ^C"^^^^^ 

inhibinderivaten (Asn..e-in]G.nha; [Cyssjs ode^ Cys^^^^^^ [Lysa^.-Arg; Valau-^Thr] Inh^.: [Cyssss 

[Lys3., Oder Lyss^.-AHnh^.: ^'f^frr rAm' ^Lys^ V^^^^ 1^^^-' Cyss^o-M- 

oder Cys3,o-A]lnh^A. [Lys^n^G n InhJ. l^rQ-^ Lys ^a - ^.^^ ^^^^^^^^^ , 

Inh^B lPro3si Glyaaa-^ Pro Phe f "'^. ^•/^^^r^^^^^^^^ inh^A-R^st verwendeten sind (s^he 
und die Nummern der Reste fur Inh^B die "^"J';^ varlationen aufweisen, die Substitution oder 
Z 2B); den menschlichen 'nhibm-^.-Ketten-Van^ t^^^^^^^ Var a,on ^^^^^^ _ 

L&chung eines Restes oder ^^^^ neb^^^^J^^^^^^^^^ sind: und den Varianten menschlicher a- 
- 376 und 387 - 398. der m F.g. 8 <^«^9f/;^";^^ Sequenz sind. 

Ketten. die zu mehr als 90% homolog zu der in F.g. 6A aarg 



15 



16. 
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u A , .^h 1ft i.mfassend eine Variante einer menschlichen /3A-lnhibin-Kette. 
19. Zusammensetzung nach Anspruch umfassend e- Trp307-Tyr Oder Phe; Trp3,o-Tyr oder 

ausgewShlt aus Phe302-lle oder Leu: ^'"^"^/^^P .f ' Ser Asnszo-Gln. Tyr oder His; 

Phe: llesn-Phe oder Val: Tyrs^^-Trp Oder ^t^^' "•^.^ '^T "-^^^^^^^^^ Pheass-^Tyr: 
Tyr3.-^Thr Oder Asp. P^'-.o-^Tyr H.S3s^^^^^^^ 

z:::^::^^^:^^--^^ -'^'^-^^^^^ 

Chen i3B-Kette. 

Kellen)darseaein8lnd.0de-e,ne,dwchE,nlU9U^^^^^^ 

^rrporrrr/drrr's^ir^^^^ 

Err.sr ^s;;:^^ rr»:r ti.. «o.i .e _ 

setzung frei von der Inhibin-a-Kette ist. 

zusa..ensetzung nac. Anspruch 21. die ein Ho.odi.e. von reifen .ensch.ichen oder Sch.eine-.s- 
Ketten oder einer der Aminosauresequenz-Vananten davon .st. 

.3. Zusa— un. u.tassend ein Heterodi.er von -~e rPig'^^^^^^^^^^^^^^ 

mit reifem menschiichem oder Schweme-lnh,bm-^B. ^^^^^^^/^^^ ^ eine? durch Einfugung. 
Ketten) und Fig. 8 und 9 (-"^^''^^^^^^^^^^^ An,inosauresequenz-Varian- 
Loschung oder Substitution einer der ^^^S^^f ^J^"!, p!^^ einer dargestellten Sequenz 

te. wobei die Variante im wesentlichen ^^^'^S " ^'7"^^^^^^^^^^^ gebiWeten AntikSrpern: 

und 1) kreuzreaktiv mit gegen ein Polypepfd Sequenz ist: 

^^^^^^^^^^^^^^^ — " 
die Zusammensetzung frei von der Inhibin-a-Kette ist. 

... Nicht-chromosoma.e ONA. die tOr eine — ^^^en^^^^^ 

Oder Schweine-lnhibin-^-Kette. ?'"'"°^XTunrFTo 8 un^ ^-Ketten) dargestellt 

(Schweine-)S-Ketten). F'Q- 6A (menschliche a-Kette) und F,g. 8 ^^^^^^^ Poiypeptids mit einer der 
sind. Oder fur eine durch EinfOgung ^osc ung oder s^b^^^^^^^^^ 

, dargestellten Sequenzen erhaltene jedoch unter AusschluB der 

lichen homolog zu einem Polypepfd "^^^^.^^^^^^^^^ ein Polypeptid mit einer 

Rinder-lnhibin-a-Kette, und wobe, ^-e Vanante 1) kreuzrea^^^^^^^ Zelloberflachen-Rezeptoren 

5 Polypeptid mit einer dargestellten Sequenz besitzt. 

DNA nacK Ansp.uc. 24, die .0, eine '^^'''^^ ::Z^:!::X^,t^7J:^!^>:f^ 



50 ist. 



56 



.e. DMA nach Anspruch 24. die tOr Variante k^-- a^^^^^^^^^^^^^ 

(Asn.ss-Gln]lnha: [Cys3as oder ^^^f ^3^^^^^^^^^ Inh^.: [Cys3S8 Oder 

LyS32a^A]lnh^A: [LyS322-H.s Oder Serllnh^. t^yf^^^^..^' J/f ;cys3, oder CyS32o-A]lnh^B: 
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• Rpst ausaewahit aus den Resten 293 - 297, 364 
Loschung eines Restes oder "^^^^^^^^^^^^ sind; und den Varianten menschlicher 

. 376 und 387 - 398. der m F.g 8 W^^"*^" gA dargestellten Sequenz sind. 
Ketten. die zu mehr als 90% homolog zu der in Fig. 6A g 

• * ^inor mpnschlichen ^-Inhibin-Kette, ausgewahit aus 
DNA nach Anspruch 24, die fOr eine "'^^'^^'^.^'^'ZZ.^^^^^^ 
Phesc-^lle Oder Leu; Gln^s.-AsP oder^Ly ■ T Ps _^Ty Tyra.-Thr^oder 

.. , OA 27 die frei von intervenierenden untranslatierten Sequen- 
28. DNA nach irgendeinem der Anspruche 24 - 27, d.e 

zen ist. , . ^ ■ * 

Rep«^,.a,. VeMo,. ...as^n« e,. PNA .^n..e. a. A„sp.c. a, ■ 

^ K*,: tod«end,n DNA operabol vertHinden «. 

« 30 Oder 3, *r DNA die sowoh, .Or eine InNbin,- ai. auch e,ne ,nh« 

32. Velrtor nach Anspruch 30 oder Ji , aer u 

fi-Kette kodiert. • „ 

. * 30 Ode, 3, de, DNA en««, die ,0, eine .nhi»i«-Ke»e. ledoch nioh, .ur e.ne 
25 33. Velrtor nach Anspruch 30 oder Ji, aer u 
eine Inhibin-a-Kette kodiert. 

^ Wirtszelle die mit einerr. replizierbaren Vektor ^^l^lf. IJ^;^ d^^^^^^^ 

Tnsc iiche Oder Schweine.nhibin-a- und/oder erne .^^^^^^^^^ ^.^^,3, Fig 8 

Tpig. 1B (Schweine-a-Kette). Fig. f «^ Loschung oder Substrtut.on 

und 9 (menschliche ^-Ketten) dargestell nd '^^^^ ^^^^^^^^^ AminosSuresequenz-Vanan e ko- 
eines Polypeptids mit einer der dargestellten Sequenzen e einer dargestellten 

d ert wobei die Variante im wesentlichen homolog zu eme,^ J VP P ^^.^ 
sequenz tt. jedoch unter A-chiuB d. ^^^^^^^ ,„,,,,p3,„ ,t; oder 2) — 

,T,it gegeneinPolypeptidmUemerdarges ellten^^^^^^^^^ ^ ^^^^ dargestellten Sequenz .st; oder 3) 

3. Wirtszeile nach Anspruch 34, .orin die ONA tOr — 
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3e. l.ei. na. An=^. 3.. we,in die DNA -O^- [^^^^ Cr^S^. 

Oder Cys3eo-Allnh/3., ILys ^^i^G'^l'^^^^^^^f ^^^CS'lnht worin nh eine Abkurzung tur Inh.bm .st 
,Z fp oL GIV382- Pro Phe Gly]lnh/3B; lArg39s-*G'"l'"''^^«' , .Rggt venwendeten sind (siehe 

Fid. 2B); den menschllchen «*'<''^^---*''Z'''^^ ausgewSWl aus den Reslen 293 - 297. 364 
eines l^esies ode- '"'T " 

.Zt ^e "SirnoX" Cn r.. OA da.es.e,„en Se^oen. sind. 

3,. „i„.e„e na* Ans^en 3,. »o.n ^,CZ.'^'^^"rC.;^£^_ 

-Tr--er«'^f^::3H-'^^^^^^^^^ 

Tyr32i-*Thr oder Asp, Phe3»o-Tyr. H1S353 m^m. 
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Tu T -*Trn- Asn389-6ln. His Oder Lys; llessi-Leu oder Thr; 

rr-tur;srv2:"p;i sj^^ ^ 

)3B-Kette kodiert. 

s 38. Zelle nach irgendeinem der AnsprUche 34 - 37. die sine eukaryotische Zelie ist. 

i/«++/^n Pniv/npntid ist die eine menscliliche Oder 
39. Zellfreie Zusammensetzung. die frei ^^.J^^'^^'J "^^^^^^^ 

Schweine-lnhibin-a-Ketten-Prodomanen-Polypep^ds^ J 

6A (menschliche a-Kette) dargestell enthSlt. wobel die Variants im 

dieser Prodor^anen-Sequenzen ^^^.^J*^^^^^^^^^ Sequencer, und kreuzreaktiv mit 

„ 'T:rn pZeXuS^^^^^ ,nhibin-..Ketten-Prodo..nensequenz 
HSAAPDCPSCALAALPKDVPNSQPEMVEAVKKHILNMLHL 
(Aminosauren 1 - 40 aus Fig. 8) 

20 __ 

PDVTQPVPKAALLNAIRKLHVGKVGENGYVEIEDDIG 
(Aminosauren 44 - 80 aus Fig. 8) 

AEMNELMEQTSEIITFAESGTARKTLHFEISKEGSDLSWERAEVWLFLKVPKAN- 

25 

RTRTKVTIRLFQQQKHPQGSLDTGEEAEEVGLKGERSELLLSEKWDA 

„, STWHVFPVSSSIQRLLD- 
(Aminosauren 83- 185 aus Fig. 8) 

30 QGKSSLDVRIACEQCQESGASLVLLG 
(Aminosauren 1 88 - 230 aus Fig. 8) 

CTSCGGFRRPEELGRVDGDFLEAV 

^ „CIXSrAETDGU.SSRVRLYPFIS~LPWOASLWLVI.KI..PWLEKaS 
(Aminosauren 33 - 145 aus Fig. 9) 

VRVKVYFQEQGHGDRWNMVEKRVDLKRSGWHTFPLTEAIQALFERGE 
(Aminosauren 149 - 195 aus Fig. 9) 

LNLDVQCDSCQELAWPVFVDPGEESHRPFVWQARLGDSRHRI 
(Aminosauren 198 -241 aus Fig. 9) 

^ Inhlbin-a-Ketten-Prodomanensequenzen 
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KVRALFLDALGPPAVTREGGDPGV 

(Aminosauren 32 - 1 99 aus Fig. 6) 

Oder natUrlich vorkommende saugetier-Aminos§uresequenz-Varianten davon. 
ze..eie Zusa— n. — d ^^^^^^^ 

- r rd:s:- ^^^^^^^^^^ - 

,0 einrder dargestellten Sequenzen gebildeten Antikorpern .st. 

. n«.h Ansoruch 41 worin die ^-Kette die ^A-Kette und die Zusammensetzung frei 
42. Zusammensetzung nach Ansprucn n , worm 
von reifer i8A-Ketten-Sequenz ist. 
. 4. _ns«.un, nacK Ansp™* 4,, .0* d. ,-Ke.e ..Ke.e und d. Zusa.™nseU..9 -e, 
von reifer )3B-Ketten-Sequen2 ist. 
„. zu...e.e.u^ nao. Ms^uc. 40, .0* * Va..n.a did a™.,e*e„d. S..»alne.— -ase- 
quenz ist, wobei die Zusammensetzung enthatt .Ketten-Prodomanensequenz. die beschrieben 

a) ein Polypeptid. umfassend d^ Schw^e-lnh.bm-^A Kett^^ P o ^ _ ^^^^ _ 28 - 

wird durch die Aminosauren: 28 - 58. bl - a/, 

87 aus Fig. 2B; oder Aminnsaureseauenz ist, umfassend die Schweine- 

35 ren: 20 - 54 oder 70 - 228 aus Fig. 1 B. 

^ A^.nrf.rhP "^Q - 44 worin das Polypeptid nicht von nativer 
45. Zusammensetzung nach irgendeinem der Anspruche 39 44, wonn 

Glykosylierung begleitet wird. 

. . r.^hc -^Q A"; die steril ist, und worin das Polypeptid 
.0 46. Zusammensetzung nach irgendeinem der Anspruche 39 45. die 
weiters ein immunogenes Polypeptid umfaBt. 

verwendung einer Zusammensetzung nach irgendeinem der AnsprOche 39 - 48 zur Herstei.ung eines 

Antikorpers, der in der Lage ist. das Polypepfd zu b.nden. 

"6 ^ . H Hpr AnsorDche 39 - 46. worin das Polypeptid an eine feststellba- 

4a Zusammensetzung nach irgendeinem der Ansprucne 

re Gruppe konjugiert ist. 

4,. zusa— nach Ms^u* 48. wodn d. <B,uppa eIn Enz,.. Racopno. pde, Rad,ol,o.op Is.. 

50 •• h '^Q 44 48 Oder 49 die durch nicht-kovaiente 

r— r rvraS .ra^ra:— o- un..,* ^^c. ... 

• h '^9 46 48 Oder 49 weiters umfassend eine 
51. zusammensetzung nach irgendeinem der A^^^J" ^3^;,grten Freisetzung des Polypeptids in die 
55 physiologisch annehmbare. implantierbare Matrix zur gesteuene 
Gewebe eines Tieres. 
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Patentanspruche fur folgenden Vertragsstaat : GR 

1. Verfahren, umfassend das Kultivieren einer Wirtszelle, die mit einem Vektor transform iert wurde, der 
Nukleinsaure enthalt, die fur eine menschliche oder Schweine-lnhibin-a-Kette und/oder eine menschli- 

5 Che Oder Schweine-lnhlbin-)S-Kette, deren Aminosauresequenzen wie In Fig. IB (Schweine-a-Kette), 
Fig. 2B (Schweine-iS-Ketten), Fig. 6A (menschliche a-Kette) und Fig. 8 und 9 (menschliche )9-Ketten) 
dargestellt sind, oder eine durch Einfugung, Loschung oder Substitution einer der dargestellten 
Sequenzen erhaltene Aminosauresequenz-Variante kodiert, wobei die Variante im wesentlichen homo- 
log zu einem Polypeptid mit einer dargestellten Sequenz ist, und wobei die Variante 1) kreuzreaktiv mit 

10 gegen ein Polypeptid mit einer dargestellten Sequenz gebildeten Antikorpern ist; oder 2) kreuzreaktiv 
mit Zelloberflachen-Rezeptoren fDr ein Polypeptid mit einer dargestellten Sequenz ist; oder 3) ahnliche 
hormonelle Aktivitat wie ein Polypeptid mit einer dargestellten Sequenz besitzt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, worin die Nukleinsaure fur eine menschliche oder Schweine-lnhibin-a-Kette 
75 und/oder eine menschliche oder Schweine-)8-Kette kodiert, deren Aminosauresequenzen wie In Fig. IB 

(Schweine-a-Kette), Fig. 2B (Schweine-/9-Ketten), Fig. 6A (menschliche o-Kette) und Fig. 8 und 9 
(menschliche )3-Ketten) dargestellt sind. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, worin der Vektor fur eine allelische Variante von menschlicher oder 
20 Schweine-lnhibin-a- und/oder -^-Kette kodiert. 

4. Verfahren nach irgendeinem der vorangegangenen Anspruche, worin die Nukleinsaure, die fur die 
Inhibin-a-Kette und/oder -)9-Kette kodiert, mit einem von der Wirtszelle erkannten Promoter operabel 
verbunden ist, und das den weiteren Schritt der Gewinnung der Inhibin-a-Kette, Inhibin-^-Kette, von 

25 Inhibin oder einem ^S-Ketten-Dimer aus dem Kulturmedium umfafit. 

5. Verfahren nach irgendeinem der vorangegangenen Anspruche, worin die Zelle ein Prokaryot ist. 

6. Verfahren nach irgendeinem der vorangegangenen Anspruche, worin der Vektor Nukleinsaure umfaBt, 
30 die fur die Prapro-Form einer Inhibin-a-Kette oder einer Inhibin-jS-Kette kodiert. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, worin der Vektor eine Nukleinsaure umfaBt, die sowohl fur die Prapro-Form 
einer Inhibin-a-Kette als auch einer lnhibin-)3-Kette kodiert. 

35 8. Verfahren nach irgendeinem der Anspruche 1 - 4, 6 oder 7, worin die Zelle eine Zelle aus einem 
vielzelligen Organismus ist und hormonell aktives Inhibin produziert wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 4, worin der Promoter ein viraler Promoter ist. 

40 10. Verfahren nach Anspruch 9, worin der Promoter ein SV40-Promotor ist. 

11. Verfahren nach irgendeinem der vorangegangenen Anspruche, worin reifes Schweine- oder menschli- 
ches Inhibin gewonnen wird. 

45 12. Verfahren nach irgendeinem der Anspruche 1 - 5 oder 8-10, worin der Vektor Nukleinsaure umfaBt, 
die fur die Prapro-Form einer lnhibin-j8-Kette kodiert, und ein reifes )S-Ketten-Dimer frei von der a-Kette 
gewonnen wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 8 oder 11, worin die j9-Kette die iSA-Kette ist und das Inhibin in einer 
50 Konzentration von uber etwa 20 ng/ml im Kulturmedium vorliegt. 

14. Verfahren nach Anspruch 4, worin das Inhibin menschliches oder Schweine-lnhibin ist, das aus einer a- 
und einer )S-Kette, wobei die Aminosauresequenzen der a- und /3-Ketten aus jenen in Fig. IB 
(Schweine-a-Kette), Fig. 2B (Schweine-^-Ketten). Fig. 6A (menschliche a-Kette) und Fig. 8 und 9 

65 (menschliche )9-Ketten) dargestellten ausgewahit werden, und durch Einfugung, Loschung oder Substi- 
tution eines Polypeptids mit einer der dargestellten Sequenzen erhaltenen Aminosauresequenz-Varian- 
ten besteht, wobei die Varianten im wesentlichen homolog zu einem Polypeptid mit einer dargestellten 
Sequenz und 1) kreuzreaktiv mit gegen ein Polypeptid mit einer dargestellten Sequenz gebildeten 
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r, ^t^ron mt ein Polvpeptid mit einer dargestellten 

Schweine-Proteinen ist. 

Giykosylierung assoziiert ist. eifen 

KPtten) und Fig. 8 und 9 (menschliche °„_„stellten Sequenzen erhaltene Am.nosaurese 

S^lbstitutL eines Polypeptids mit emer "ollog zu einem Polypeptid m.t e.ne 

. A„.p,u* 17 wortn .n H..oa»e, von ,s»en .»nsc*n.n Ode. — .^^^ 
rAlo^—n.— d«n =o«nnon 

! nrdaSemenSequenzge hormonelie Alrtivitat w.e e.n 

thweine-^-Ketten). Fig. 6A (menschliche substLo" eines Polypeptids mit e.ner der 

Id Oder tor eine durch Eintugung, Loschung ^^^^^ ^.^^^^^ ^obe\ d\e Vauaote ^eBer^^ 

ist 

. .0 «der 21 die frei von intervenierenden untranslatierten Sequenzen ist. 
22. DNA nach Anspruch 20 oder 21 , die 

.. h« 20 22 die mit einer feststellbaren Gruppe mark.ert .st. 
23 DNAnach irgendeinemderAnspruche20 22. d.e m 

24. Rep.izier.arer VeKtor. umtassend eine DNA nach Anspruch 20 oder 21. 
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25. Vektor nach Anspruch 24, umfassend einen viralen Promotor, der mit der fur die Inhibin-a- Oder -0- 
Ketten kodierenden DNA operabel verbunden ist. 

26. Vektor nach Anspruch 24 Oder 25, der DNA enthalt, die sowohl fur eine Inhibin-a- als auch eine Inhibin- 
5 /9-Kette kodiert. 

27. Vektor nach Anspruch 24 oder 25, der DNA enthalt, die fur eine lnhlbin-j8-Kette, jedoch nicht fur eine 
eine Inhibin-a-Kette kodiert. 

10 28. Wirtszelle, die mit einenn replizlerbaren Vektor transformiert wurde, der DNA enthalt, die fUr eine 
menschliche oder Schweine-lnhibln-a- und/oder eine -lnhibin-/3-Kette, deren Aminosauresequenzen wie 
in Fig. IB (Schweine-a-Kette), Fig. 2B (Schweine-jS-Ketten). Fig. 6A (menschliche a-Kette) und Fig. 8 
und 9 (menschliche jS-Ketten) dargestellt sind, oder fur eine durch Einfugung, Loschung oder Substitu- 
tion eines Polypeptids mit einer der dargestellten Sequenzen erhaltene Aminosauresequenz-Variante 

75 kodiert, wobei die Varlante im wesentlichen homolog zu einem Polypeptid mit einer dargestellten 
Sequenz und 1) kreuzreaktiv mit gegen ein Polypeptid mit einer dargestellten Sequenz gebildeten 
Antikorpern; oder 2) kreuzreaktiv mit Zelloberflachen-Rezeptoren fur ein Polypeptid mit einer darge- 
stellten Sequenz ist; oder 3) ahnllche hormonelle Aktivitat wie ein Polypeptid mit einer dargestellten 
Sequenz besitzt. 

20 

29. Wirtszelle nach Anspruch 28, worin die DNA fur eine menschliche oder Schweine-lnhibin-a-Kette 
und/oder eine -Inhibln-iS-Kette kodiert, deren Aminosauresequenzen wie in Fig. 18 (Schweine-a-Kette), 
Fig. 28 (Schweine-)3-Ketten), Fig. 6A (menschliche a-Kette) und Fig. 8 und 9 (menschliche iS-Ketten) 
dargestellt sind. 

25 

30. Zelle nach Anspruch 28 Oder 29, die eine eukaryotische Zelle ist. 

31. Verfahren nach Anspruch 4, worin die gewonnene Inhibin-Kette eine zellfreie Zusammensetzung ist, die 
frei von reifer a-Ketten-Sequenz ist, die eine menschliche Oder Schweine-lnhibin-a-Ketten-Prodomanen- 

30 Polypeptidsequenz, wie in Fig. 18 (Schweine-a-Kette) oder Fig. 6A (menschliche a-Kette) dargestellt, 
Oder eine durch Einfugung, Loschung oder Substitution einer dieser Prodomanen-Sequenzen erhaltene 
Aminosauresequenz-Variante enthalt, wobei die Variante im wesentlichen homolog zu einem Polypeptid 
mit einer der dargestellten Sequenzen und kreuzreaktiv mit gegen ein Polypeptid mit einer dargestell- 
ten Sequenz gebildeten Antikorpern ist. 

35 

32. Verfahren nach Anspruch 4, worin die gewonnene Inhibin-Kette eine zellfreie Zusammensetzung ist, 
umfassend 

a) ein Polypeptid, umfassend die menschliche Inhibin-^A-Ketten-Prodomanensequenz 

40 

HSAAPDCPSCALAALPKDVPNSQPEMVEAVKKHILNMLHL 
(Aminosauren 1 - 40 aus Fig. 8) 

45 



50 
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povtqpvpkaallnairklhvg.;goNG.ve 

(Aminosauren 44 ' ''J^l^l^^^^^^ 
AEMNELMEQTSEIITFAESGTARKTLnr 

.CT nTGEEAEEVGLKGERSELLLSEKVVDA 
RTRTKVTIRLFQQQKHPQGSLDTGEEAEEVi. 

(Aminosauren83-l85ausFig.8) er.c;i.VLLG 
STWHVPPVSSSIQRLLDQGKSSLDVRIACEQCQESGASLVLLG 

(Aminosaurenl88-230ausFig.8) 
CTSCGGFRRPEELGRVDGDFLEAV 

(Aminosauren 7 - 30 aus Fig. 9) ^^^dgrveiphldghaspgad- 
HILSRLQMRGRPNITHAVPKAAMVTALRKLHAGKVR ^^^^^^^p^^. 
O0ERVSEXXSFAE.OG.ASSRVR.VFFXSWEG.aN.FVV0AS.W.V.K..PV 

LEKGS (Aminosauren 33 - 145 aus Fig. 9) ...xoALFERGE 
VHVKVVFQEQGHDRWNMVEKRVDLKRSGWHTFPLTEAIQALFE 

(A.inos.uren 149 - 195 aus ^'^•j; ^^^^^^,,,,,,,,sRHRX 
LNLDVQCDSCQELAVVPVFVDPGEESHRPFV 

(Aminosauren 198-241 aus Fig. 9) 

Inhibin-a-Ketten-Prodomanensequenzen 
KVRALFLDALGPPAVTREGGPGV- 

(Aminosauren 1 - 24 aus ^'^^^^^^ p^^^^sCEDKSAARGLAQEAEEGLFRYMFR- 
H..GGFTHRGSEPEEEECVSOAX .FPA ^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^ 

,,,„SAO.^^^^^^ 
APPHWAVLHLATSALSLLTHPVLVL 

(Aminosauren 32 - 199 aus Fig. 6) 

oa. nature. vo.o..ende S.^..^r.s..r^^e^— -on. 

inhihin Kette eine zellfreie Zusammensetzung ist. 
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Polypeptid mit einer dargestellten Sequenz gebildeten Antikorpern ist. 

34. Verfahren nach Anspruch 33, worin die )S-Kette die iSA-Kette und die Zusammensetzung frei von reifer 
jSA-Ketten-Sequenz ist. 

5 

35. Verfahren nach Anspruch 33. worin die j8-Kette die ^Se-Kette und die Zusammensetzung frei von reifer 
;8B-Ketten-Sequenz ist. 

36. Verfahren nach Anspruch 32, worin die Variante die entsprechende Schweine-Aminosauresequenz Ist, 
70 wobei die Zusammensetzung enthalt: 

a) ein Polypeptid, umfassend die Schweine-lnhibin-)3A-Ketten-Prodomanensequenz, die beschrieben 
wird durch die Aminosauren: 28 - 58; 61 - 87; 90 - 108; 111 - 179; 182 - 213; 216 - 258; Oder 28 - 
87 aus Fig. 2B; Oder 

b) ein Polypeptid, das frei von der reifen a-Ketten-Aminosauresequenz ist. umfassend die Schweine- 
75 Inhibin-a-Ketten-Prodomanen-Polypeptidsequenzen, die beschrieben werden durch die Aminosau- 
ren: 20 - 54 Oder 70 - 228 aus Fig. 1 B. 

37. Verfahren nach irgendeinem der Anspruche 31 - 36, worin das Polypeptid nicht von nativer Glykosylie- 
rung begleitet wird. 

20 

38. Verfahren nach irgendeinem der Anspruche 31 - 37, worin die Zusammensetzung steril ist, und weiters 
umfassend das Verbinden des Polypeptids mit einem immunogenen Polypeptid. 

39. Verwendung einer Zusammensetzung nach irgendeinem der Anspruche 31 - 38 zur Herstellung eines 
25 Antikorpers, der in der Lage ist, das Polypeptid zu binden. 

40. Verfahren nach irgendeinem der Anspruche 31 - 38, weiters umfassend das Binden des Polypeptids an 
eine feststellbare Gruppe. 

30 41. Verfahren nach Anspruch 40, worin die Gruppe ein Enzym, Fluorophor oder Radioisotop ist. 

42. Verfahren nach irgendeinem der Anspruche 31 - 38, 40 oder 41, worin die Zusammensetzung durch 
nicht-kovalente Absorption oder kovalente Vernetzung an einen wasserunloslichen Trager unloslich 
gemacht ist. 

35 

43. Verfahren nach irgendeinem der Anspruche 31 - 38, 40 oder 41, weiters umfassend das Mischen der 
Zusammensetzung mit einer physiologisch annehmbaren, implantierbaren Matrix zur gesteuerten Frei- 
setzung des Polypeptids in die Gewebe eines Tieres. 

40 Patentanspruche fur folgende Vertragsstaaten : AT, ES 

1. Verfahren, umfassend das Kultivieren einer Wirtszelle, die mit einem Vektor transformiert wurde, der 
Nukleinsaure enthalt, die fur eine menschliche oder Schweine-lnhibin-a-Kette und/oder eine menschli- 
che Oder Schweine-lnhibin-^S-Kette, deren Aminosauresequenzen wie in Fig. IB (Schweine-a-Kette), 

46 Fig. 2B (Schweine-iS-Ketten), Fig. 6A (menschliche a-Kette) und Fig. 8 und 9 (menschliche )8-Ketten) 
dargestellt sind, oder eine durch Einftigung, Loschung oder Substitution einer der dargestellten 
Sequenzen erhaltene Aminosauresequenz-Variante kodiert, wobei die Variante im wesentlichen homo- 
log zu einem Polypeptid mit einer dargestellten Sequenz ist, und wobei die Variante 1) kreuzreaktiv mit 
gegen ein Polypeptid mit einer dargestellten Sequenz gebildeten Antikorpern ist; oder 2) kreuzreaktiv 

50 mit Zelloberflachen-Rezeptoren fur ein Polypeptid mit einer dargestellten Sequenz ist; oder 3) ahnliche 
hormonelle Aktivitat wie ein Polypeptid mit einer dargestellten Sequenz besitzt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, worin die Nukleinsaure fur eine menschliche oder Schweine-lnhibin-a-Kette 
und/oder eine menschliche oder Schweine-lnhibin-)3-Kette kodiert, deren Aminosauresequenzen wie in 

55 Fig. IB (Schweine-a-Kette), Fig. 2B (Schweine-j8-Ketten), Fig. 6A (menschliche a-Kette) und Fig. 8 und 
9 (menschliche jS-Ketten) dargestellt sind. 
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3. Verfahren nach Anspruch 1, worin der Vektor fUr eine allelische Variante von menschlicher oder 
Schweine-lnhibin-a- und/oder -/S-Kette kodiert. 

4. Verfahren nach irgendeinem der vorangegangenen Anspruche, worin die Nukleinsaure, die fOr die 
5 Inhibin-a-Kette und/oder -)3-Kette kodiert, mit einem von der Wirtszelle erkannten Promotor operabel 

verbunden ist, und das den weiteren Schritt der Gewlnnung der Inhibin-a-Kette. Inhibin-^S-Kette, von 
Inhibin oder einenn j8-Ketten-Dinner aus dem Kulturmedium umfafit. 

5. Verfahren nach irgendeinem der vorangegangenen Anspruche, worin die Zelle ein Prokaryot ist. 

10 

6. Verfahren nach irgendeinenn der vorangegangenen Anspruche, worin der Vektor Nukleinsaure umfaBt, 
die fur die Prapro-Fornn einer Inhibin-a-Kette oder einer Inhibin-^-Kette kodiert. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, worin der Vektor eine Nukleinsaure unnfaBt, die sowohl fur die Prapro-Form 
75 einer Inhibin-a-Kette als auch einer lnhibin-)S-Kette kodiert. 

8. Verfahren nach irgendeinenn der Anspruche 1 - 4, 6 oder 7, worin die Zelle eine Zelle aus einem 
vielzelligen Organismus ist und hormone!! aktives Inhibin produziert wird. 

20 9. Verfahren nach Anspruch 4, worin der Promotor ein viraler Promotor ist. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, worin der Promotor ein SV40-Promotor ist. 

11. Verfahren nach irgendeinem der vorangegangenen Anspruche, worin reifes Schweine- oder menschli- 
26 ches Inhibin gewonnen wird. 

12. Verfahren nach irgendeinem der Anspruche 1 - 5 oder 8-10, worin der Vektor Nukleinsaure umfaBt, 
die fur die Prapro-Form einer Inhibin-^-Kette kodiert, und ein reifes j8-Ketten-Dimer frei von der a-Kette 
gewonnen wird. 

30 

13. Verfahren nach Anspruch 8 oder 11, worin die jS-Kette die A-Kette ist und das Inhibin in einer 
Konzentration von uber etwa 20 ng/ml im Kulturmedium voriiegt. 

14. Verfahren nach Anspruch 4, worin das Inhibin menschllches oder Schweine-lnhibin ist, das aus einer a- 
36 und einer )S-Kette, wobei die Aminosauresequenzen der a- und iS-Kette aus jenen in Fig. IB (Schweine- 

a-Kette), Fig. 2B (Schweine-jS-Ketten), Fig. 6A (menschliche a-Kette) und Fig. 8 und 9 (menschliche 0- 
Ketten) dargestellten ausgewahit werden. und durch Einfugung, Loschung oder Substitution eines 
Polypeptids mit einer der dargestellten Sequenzen erhaltenen Aminosauresequenz-Varianten besteht, 
wobei die Varianten im wesentlichen homolog zu einem Polypeptid mit einer dargestellten Sequenz 
40 und 1) kreuzreaktiv mit gegen ein Polypeptid mit einer dargestellten Sequenz gebildeten Antikorpern; 
2) kreuzreaktiv mit Zelloberflachen-Rezeptoren fur ein Polypeptid mit einer dargestellten Sequenz sind; 
Oder 3) ahnliche hormonelle Aktivitat wie ein Polypeptid mit einer dargestellten Sequenz besitzen; 
wobei die Zusammensetzung vollstandig frei von nicht-identifizierten menschlichen oder Schweine- 
Proteinen ist. 

45 

15. Verfahren nach Anspruch 14, worin das Inhibin menschiiches oder Schweine-lnhibin ist, das aus einer 
a- und einer jS-Kette besteht, wobei die Sequenzen der a- und ;8-Ketten aus jenen ausgewahit werden, 
die in Fig. IB (Schweine-a-Kette), Fig. 2B (Schweine-iS-Ketten), Fig. 6A (menschliche a-Kette) und Fig. 
8 und 9 (menschliche i3-Ketten) dargestellt sind. 

60 

16. Verfahren nach Anspruch 4, worin die gewonnene Inhibin-Kette eine Prodomane von menschlichem 
Oder Schweine-a- oder -jSe-lnhibin, wie in Fig. IB (Schweine-a-Kette), Fig. 2B (Schweine-jSe-Ketten), 
Fig. 6A (menschliche a-Kette) und Fig. 9 (menschliche ^Se-Kette) dargestellt, ist, die mit der nativen 
Glykosylierung nicht assoziiert ist. 

55 

17. Verfahren nach Anspruch 4, worin ein )3-Ketten-Dimer gewonnen wird, das ein Homodimer von reifen 
menschlichen oder Schweine-lnhibin-^A- oder -jSe-Ketten, wobei die Ketten wie in Fig. 2B (Schweine-)S- 
Ketten) und Fig. 8 und 9 (menschliche )8-Ketten) dargestellt sind, oder eine durch Einfugung, Loschung 
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Oder Substitution eines Polypeptids mit einer der dargestellten Sequenzen eriialtene Aminosaurese- 
quenz-Variante ist, wobel die Variante im wesentlichen homolog zu einem Polypeptid mit einer 
dargestellten Sequenz und 1) kreuzreaktiv nnit gegen ein Polypeptid mit einer dargestellten Sequenz 
gebildeten Antikorpern; 2) kreuzreaktiv mit Zelloberflachen-Rezeptoren fur ein Polypeptid mit einer 
5 dargestellten Sequenz ist; Oder 3) ahnliche hormonelle Aktivitat wie ein Polypeptid mit einer dargestell- 
ten Sequenz besitzt; wobei das Dimer frei von der Inhibin-a-Kette ist. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, worin ein Homodimer von reifen menschlichen Oder Schweine-jSe-Ketten 
Oder eine der Aminosauresequenz-Varianten davon gewonnen wird. 

10 

19. Verfahren nach Anspruch 4, worin ein j8-Ketten-Dimer gewonnen wird, das ein Heterodimer von reifem 
menschlichem oder Schweine-lnhibin-jSA mit reifem menschlichem oder Schwelne-lnhibin-iSB, wobei die 
Ketten wie in Fig. 2B (Schweine-)9-Ketten) und Fig. 8 und 9 (menschliche )9-Ketten) dargestellt sind, 
Oder eine durch Einfugung, Loschung oder Substitution eines Polypeptids mit einer der dargestellten 

75 Sequenzen erhaltene Aminosauresequenz-Variante ist, wobei die Variante im wesentlichen homolog zu 
einem Polypeptid mit einer dargestellten Sequenz und 1) kreuzreaktiv mit gegen ein Polypeptid mit 
einer dargestellten Sequenz gebildeten Antikorpern; 2) kreuzreaktiv mit Zelloberflachen-Rezeptoren fur 
ein Polypeptid mit einer dargestellten Sequenz ist; oder 3) ahnliche hormonelle Aktivitat wie ein 
Polypeptid mit einer dargestellten Sequenz besitzt; wobei das Heterodimer frei von der Inhibin-a-Kette 

20 ist. 

20. Verfahren zur Herstellung von nicht-chromosomaler DMA, die fur eine menschliche Oder Schweine- 
Inhibin-a- oder eine menschliche oder Schweine-lnhibin-/9-Kette, wie in Fig. 1B (Schweine-a-Kette), Fig. 
2B (Schweine-;8-Ketten), Fig. 6A (menschliche a-Kette) und Fig. 8 und 9 (menschliche ^S-Ketten) 

25 dargestellt, oder fur eine durch Einfugung, Loschung oder Substitution eines Polypeptids mit einer der 
dargestellten Sequenzen erhaltene Aminosauresequenz-Variante kodiert, wobei die Variante im wesent- 
lichen homolog zu einem Polypeptid mit einer dargestellten Sequenz und 1) kreuzreaktiv mit gegen ein 
Polypeptid mit einer dargestellten Sequenz gebildeten Antikorpern; oder 2) kreuzreaktiv mit Zelloberfla- 
chen-Rezeptoren fur ein Polypeptid mit einer dargestellten Sequenz ist; oder 3) ahnliche hormonelle 

30 Aktivitat wie ein Polypeptid mit einer dargestellten Sequenz besitzt; wobei das Verfahren chemische 
Synthese, Screenen von mRNA aus dem Eierstock oder Screenen der genomischen Sammlungen 
jeder Zelle unfaBt. 

21. Verfahren nach Anspruch 20, worin die DNA fur eine menschliche oder Schweine-lnhibin-a- oder eine 
35 menschliche oder Schweine-lnhibin-)3-Kette kodiert, deren Aminosauresequenz wie in Fig. 18 (Schwei- 
ne-a-Kette), Fig. 28 (Schweine-jS-Ketten), Fig. 6A (menschliche a-Kette) und Fig. 8 und 9 (menschliche 
jS-Ketten) dargestellt ist. 

22. Verfahren nach Anspruch 20 oder 21, worin die nicht-chromosomale DNA frei von intervenierenden 
40 untranslatierten Sequenzen ist. 

23. Verfahren nach irgendeinem der Anspruche 20 - 22, welters umfassend den Schritt des Markierens der 
nicht-chromosomalen DNA mit einer feststellbaren Gruppe. 

45 24. Verfahren zur Herstellung eines replizierbaren Vektors, wobei das Verfahren das Einfugen einer DNA 
nach Anspruch 20 oder 21 in einen Klonungsvektor umfa8t. 

25. Verfahren nach Anspruch 24, worin die DNA in einen Vektor eingefugt wird, der einen viralen Promotor 
besitzt, der mit der fur die Inhibin-a- und/oder -;8-Ketten kodierenden DNA operabel verbunden ist, um 

60 dadurch einen Expressionsvektor zu produzieren. 

26. Verfahren nach Anspruch 24 oder 25, worin DNA, die sowohl fur eine Inhibin-a-als auch eine Inhibin-j9- 
Kette kodiert, in den Vektor eingefugt wird. 

55 27. Verfahren nach Anspruch 24 oder 25, worin DNA, die fur eine lnhibin-)3-Kette, jedoch nicht fur eine eine 
Inhibin-a-Kette kodiert, in den Vektor eingefugt wird. 
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. . . voirtor transformiert wurde. der DNA enthait. die fUr eine 
28. Wirtszelle. die mit einem ^'^^^'^^^^'J" ^'^^^^^^^^^ eine -Inhibin-^-Kette, deren Aminosauresequen- 
menschliche Oder Schweine-lnh,b.n-a-Kette und^ode^J^^^^^ (a,enschliche a-Kette) und 

zen wie in Fig. IB (Schweine-a-Kette) F.g. 2B Schw«. P ^.^^ ^^^^^ uomy^'^Q^ "-Bschung oder 
Fig. 8 und 9 (menschliche ^-Ketten) ^arg^s^^^^^^^^^^ sequenzen erhaltene Aminosauresequenz- 
Substitution eines Poiypeptids mrt ^'"^^^fjJ^fhS^^ zu einem Polypeptid mit einer dargesteli- 
Variante kodiert, wobei die Vanante .m ^^ese-^^Jf" ^^^^^^ einer dargesteliten Sequenz geb.ldeten 
ten sequenz und 1) kreuzreak^v ^J^fJ^Jj;^^^ fDr ein Polypeptid mit einer darge- 

rri^enriS rr^niiCoCfAktivit.^^^^ .n Poiypeptid mit einer dargeste.iten 

,0 Sequenz besitzt. 

. «... -.7;; zrJ^rJZ^':.T.:'::z::^^i 

75 dargestellt sind. 

30. Zelle nach Anspruch 28 oder 29. die eine eukaryotische Zelle ist. 

i^hihin kPtte eine zellfreie Zusammensetzung ist, die 

31. Vertahren nach Anspruch 4. .orin gewonnene n^-t^n-K^^^^ 

,0 frei von reifer a-Ketten-Sequenz .st. f "^^"j'^^^^^^^^^ 6A (menschliche a-Kette) dargestellt. 

"trpolyp^*-. u-n.ass.nd n«»sch,i.he ,„h,b.n...-K«»n.P,odomanans,c,uenz 



30 



HSAA 



PDCPSCALAALPKDVPNSQPEMVEAVKKHILNMLHL 



35 



(Aminosauren 1 - 40 aus Fig. 8) 

PDVTQPVPKAALLNAIRKLHVGKVGENGYVEIEDDIG 
(Aminosauren 44 - 80 aus Fig. 8) 

rE„NELEQTSEXX.r.ESGTAKKTLH.EXSKHOSO.SVVE.AEVW.r.KVPK«,. 
„ TRTKVTIRLFQQOKHPQGSLDTGEEAEEVGLKGERSELLLSEKVVDA 

{Aminosauren 83 - 1 85 aus Fig. 8) 

STWHVFPVSSSIQRLLDQGKSSLDVRIACEQCQESGASLVLLG 

* (Aminosauren 188 - 230 aus Fig. 8) 

Ode. n«ur,id, .o«nde S5uga*-An,in,sa>„.se<,uenz.Va,ian.en davon; 



60 



65 



63 



EP 0 222 491 B1 



b) ein Polypeptid, umfassend die menschliche lnhibin-)3B-Ketten-Prodomanensequenz 

CTSCGGFRRPEELGRVDGDFLEAV 
(Aminosauren 7 - 30 aus Fig. 9) 

HILSRLQMRGRPNITHAVPKAAMVTALRKLHAGKVREDGRVEIPHLDGHASPGAD- 
GQERVSEIISFAETDGLASSRVRLYFFISNEGNQNLFVVQASLWLYLKLLPyV- 

LEKGS (Aminosauren 33- 145 aus Fig. 9) 

VRVKVYFQEQGHDRWNMVEKRVDLKRSGWHTFPLTEAIQALFERGE 

(Aminosauren 149 - 195 aus Fig. 9) 

LNLDVQCDSCQELAVVPVFVDPGEESHRPFVVVQARLGDSRHRI 
(Aminosauren 198 - 241 aus Fig. 9) 

Oder naturlich vorkommende Saugetier-Aminosauresequenz-Varianten davon; oder 

c) ein Polypeptid, das frei von der reifen a-Ketten-Anninosauresequenz ist, umfassend menschlichen 
Inhibin-o-Ketten-Prodomanensequenzen 

(Aminosauren 1 - 24 aus Fig. 6) 

HALGGFTHRGSEPEEEEDVSQAILFPATDASCEDKSAARGLAQEAEEGLFRYMFR- 
PSQHTRSRQVTSAQLWFHTGLDRQGTAASNSSEPLLGLLALSPGGPVAVPMSLGH- 
APPHWAVLHLATSALSLLTHPVLVLLLRCPLCTCSARPEATPFLVAHTRTRPPSG- qera 

(Aminosauren 32 - 199 aus Fig. 6) 

Oder naturlich vorkomnnende Saugetier-Aminosauresequenz-Varianten davon. 

33. Verfahren nach Anspruch 4, worin die gewonnene Inhibin-Kette eine zellfreie Zusammensetzung ist, 
umfassend ein menschliches oder Schweine-lnhlbin-)3-Ketten-Prodomanen-Polypeptid mit einer Se- 
quenz, wie in Fig. 2B (Schweine-)3-Ketten) und Fig. 8 und 9 (menschliche i3-Ketten) dargestellt, oder 
eine durch Einfugung, Loschung oder Substitution einer dieser Prodomanen-Polypeptide mit einer 
dieser Sequenzen erhaltene Aminosauresequenz-Variante ist, wobei die Variante im wesentlichen 
homolog zu einem Polypeptid mit einer der dargestellten Sequenzen und kreuzreaktiv mit gegen ein 
Polypeptid mit einer dargestellten Sequenz gebildeten Antikorpern ist. 

34. Verfahren nach Anspruch 33. worin die )8-Kette die )8A-Kette und die Zusammensetzung frei von reifer 
jSA-Ketten-Sequenz ist. 

35. Verfahren nach Anspruch 33, worin die iS-Kette die ^Se-Kette und die Zusammensetzung frei von reifer 
iSe-Ketten-Sequenz ist. 

36. Verfahren nach Anspruch 32, worin die Variante die entsprechende Schweine-Aminosauresequenz ist, 
wobei die Zusammensetzung enthalt: 

a) ein Polypeptid, umfassend die Schweine-lnhibin-jSA-Ketten-Prodomanensequenz, die beschrieben 
wird durch die Aminosauren: 28 - 58; 61 - 87; 90 - 108; 111 - 179; 182 - 213; 216 - 258; oder 28 - 
87 aus Fig. 2B; oder 

b) ein Polypeptid, das frei von der reifen a-Ketten-Aminosauresequenz ist, umfassend die Schweine- 
Inhibin-a-Ketten-Prodomanen-Polypeptidsequenzen, die beschrieben werden durch die Aminosau- 
ren: 20 - 54 Oder 70 - 228 aus Fig. 1 B. 
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37. Verfahren nach irgendeinem der Anspruche 31 - 36, worin das Polypeptid nicht von nativer Glykosylie- 
rung begleitet wird. 

38. Verfahren nach irgendeinenn der AnsprUche 31 - 37, worin die Zusamnnensetzung sterll ist, und weiters 
6 umfassend das Verbinden des Polypeptids mit einem immunogenen Polypeptid. 

39. Verwendung eines Polypeptids nach irgendeinem der Anspruche 31 - 38 zur Herstellung eines 
Antikorpers, der in der Lage ist, das Polypeptid zu binden. 

70 40. Verfahren nach irgendeinem der Anspruche 31 - 38, weiters umfassend das Konjugieren des Polypep- 
tids an eine feststellbare Gruppe. 

41. Verfahren nach Anspruch 40, worin die Gruppe ein Enzym, Fluorophor oder Radioisotop ist. 

75 42. Verfahren nach irgendeinem der Anspruche 31 - 38, 40 oder 41, worin die Zusammensetzung durch 
nicht-kovalente Absorption oder kovalente Vernetzung an einen wasserunloslichen Trager unloslich 
gemacht ist. 

43. Verfahren nach irgendeinem der Anspruche 31 - 38, 40 oder 41, weiters umfassend das Mischen der 
20 Zusammensetzung mit einer physiologisch annehmbaren, implantlerbaren Matrix zur gesteuerten Frei- 
setzung des Polypeptids in die Gewebe eines Tieres. 

Revendications 

Revendications pour les Etats contractants suivants : BE, CH, DE, PR, GB, IT, LI, NL, SE 

25 

1. Precede comprenant la culture d'une cellule hote transformee avec un vecteur qui renferme un acide 
nucleique codant pour une chaTne a d'inhlblne humaine ou porcine et/ou pour une chaTne p d'inhibine 
humaine ou porcine dont les sequences d*aminoacides sont representees sur la figure IB (chaTne a 
porcine), la figure 2B (chaTnes porcine), la figure 6A (chaTne a humaine) et les figures 8 et 9 (chaTnes 
30 humaines), ou un variant de sequence d'amino-acides forme par insertion, delation ou substitution 

d'une des sequences representees, le variant etant fortement homologue avec un polypeptide d'une 
sequence representee mais excluant la chaTne a d'inhibine bovine et la chaTne p partielle d'inhibine 
bovine de sequence 

35 Gly-LeU"GlU"Cys-Asp- 
Gly-Lys-Val-Asn-Ile-Cys-Cys-Lys-Lys-Gln-Phe-Phe-Val-Ser-Phe- 
Lys-Asp-Ile-Gly-Trp-Asn-Asp-Trp-Ile-Ile-Ala-Pro-Ser-Gly-Tyr- 
His-Ala-Asn-Tyr-Cys-Glu-Gly-Glu-Cys-Pro-Ser-His-Ile-Ala-Gly- 
Thr-Ser-Gly-Ser-Ser-Leu-Ser-Phe-His-Ser-Thr-Val-Ile-Asn-His- 
Tyr-Arg-Met-Arg-Gly-His-Ser, 



45 et 

1) presentant une reactivite croisee avec des anticorps engendres centre un polypeptide d'une 
sequence representee ; ou 2) presentant une reactivite croisee avec des recepteurs de surface 
cellulaire pour un polypeptide d'une sequence representee, ou 3) presentant une activite hormonale 
similaire a celle d'un polypeptide d'une sequence representee. 

50 

2. Precede sulvant la revendication 1, dans lequel I'acide nucleique code pour une chaTne a d'inhibine 
humaine ou porcine et/ou une chaTne j9 d'inhibine ou porcine dont les sequences d'amino-acides sont 
representees sur la figure IB (chaTne a porcine), la figure 28 (chaTnes porcines), la figure 6A (chaTne 
a humaine) et les figures 8 et 9 (chaTnes 0 humaines). 

65 

3. Precede suivant la revendication 1, dans lequel le vecteur code pour une chaTne d'inhibine, ou un de 
ses variants de sequence d'amino-acides, autre que la chaTne ^Sa humaine ou porcine naturelle ou la 
ChaTne d'inhibine bovine partielle specifi^e dans la revendication 1 . 
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4. Proc6d§ suivant la revendication 1, dans lequel Tacide nucl^ique code pour un variant choisi entre : 
des derives d'inhibine porcine [Asn266-^Gtn]lnha ; [CyS325 ou Cys324^A]lnha ; [CyssBi ou Cysaea-^A]- 
Inha ; [Lys32i ou Lys322-*A]lnhi3A ; [Lys322-*His ou Ser]Inhj8A ; [Lysais-^Arg ; Vabie-^Thr] InhiSA ; 
[Cys388 ou Cys39o-*A]lnhi8A.[Lys4ii-*Gln]lnhj9A : [Arg3i5-*Lys ; Vabis— Thr]lnh)9B : [Cys3i9 ou 

5 Cysa2o-^A]lnhj8B : [Proasi Gly382-*Pro Phe Glyllnh^Se : [Argsss— Gln]lnh)8B, dans lesquel Inh est une 
abreviation d'inhibine et les nunneros des r^sidus pour la Inh/Se sont ceux utilises pour le r^sidu de 
lnh)SA correspondant (voir figure 2B) ; les variants de chatne fi^ d'inhibine hunnaine poss6dant des 
variations qui consistent en une substitution ou une delation au niveau d'un, ou une insertion apres un, 
r^sidu choisi entre les residus 293 a 297, 364 h 376 et 387 a 398 de la sequence representee sur la 

70 figure 8 : et des variants de la chaTne a humaine qui pr^sentent une honnologie de plus de 90 % avec 
la sequence representee sur la figure 6A. 

5. Precede suivant la revendication 1, dans lequel I'acide nucieique code pour un variant d'une chaTne 
d'inhibine ^Sa humaine choisi entre Pheao2-*lle ou Leu ; Gln297-*Asp ou Lys ; Trp307-*Tyr ou Phe ; 

75 Trpaio-^Tyr ou Phe ; ilean-^Phe ou Val ; Tyrai7-^Trp ou Thr ; HiS3i8-^Lys ; Alasia-^Ser ; Asn32o^Gln, 
Tyr ou His ; Tyr32i^Thr ou Asp. Phe340-*Tyr ; Hisass-^Asp ; Hisasa-^Lys (a un hybride fipj^s) \ 
PheasB-^Tyr ; Val354-^Phe ; Val364-*Leu ; Tyrays-^Thr ; Tyra76-*Trp ; Asna89-*Gln, His ou Lys ; 
lleaai-^Leu ou Thr ; Met39o-^Leu ou Ser ; Vala92-*Phe, Glu, Thr ou lie ; ou une chaTne )3b hunnaine 
modifiee de maniere comparable. 

20 

6. Procede suivant Tune quelconque des revendications precedentes, dans lequel Tacide nucieique 
codant pour la chaTne a et/ou la chaTne ^ d'inhibine est lie de maniere fonctionnelle a un promoteur 
reconnu par la cellule hote et contenant I'etape supplementaire de separation de Tinhibine ou d'un 
dimere de chaTne j9 du milieu de culture. 

26 

7. Procede suivant I'une quelconque des revendications precedentes, dans lequel la cellule est un 
procaryote. 

8. Precede suivant I'une quelconque des revendications precedentes. dans lequel le vecteur comprend un 
30 acide nucieique codant pour la forme pre-pro d'une chaTne a d'inhibine ou d'une chaTne d'inhibine. 

9. Procede suivant la revendication 8, dans lequel le vecteur comprend un acide nucieique codant pour la 
forme pre-pro de la chaTne a d'inhibine et de la chaTne /9 d'inhibine. 

35 10. Precede suivant I'une quelconque des revendications 1 a 6. 8 et 9. dans lequel la cellule est une 
cellule provenant d'un organisme pluricellulaire et une inhibine douee d'activite hormonale est produite. 

11. Procede suivant la revendication 6, dans lequel le promoteur est un promoteur viral. 

40 12. Precede suivant la revendicatioon 11, dans lequel le promoteur est un promoteur de SV40. 

13. Precede suivant I'une quelconque des revendications precedentes, dans lequel de I'inhibine porcine ou 
humaine mature est recueillie. 

45 14. Procede suivant I'une quelconque des revendications 1 a 7 ou 10 a 12, dans lequel le vecteur 
comprend un acide nucieique codant pour la forme pre-pro d'une chaTne d'inhibine et un dimere de 
chaTne mature est recueilli en I'absence de chaTne a. 

15. Precede suivant la revendication 10 ou 13, dans lequel la chaTne est la chaTne fip, et I'inhibine 
50 presente a une concentration superieure a environ 20 ng/ml de milieu de culture. 

16. Composition contenant de I'inhibine humaine ou porcine constituee d'une chaTne a et d'une chaTne /9, 
les sequences d'amino-acides desdites chaTnes a et ^9 etant choisies entre celles representees sur la 
figure IB (chaTne a porcine), la figure 28 (chaTnes porcines), la figure 6A (chaTne a humaine) et les 

65 figures 8 et 9 (chaTnes p humaines), et des variants de sequence d'amino-acides engendres par 
insertion, deletion ou substitution d'un polypeptide d'une desdites sequences representees, variants qui 
sont fortement homologues avec un polypeptide d'une sequence representee, mais a I'exclusion de la 
chaTne a d'inhibine bovine, et 1) qui presentent une reactivite croisee avec des anticorps engendres 
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r-scpntpe ■ 2) qui pr6sentent une r6activit6 crois§e avec les 
centre un polypeptide d'une sequence ^^9^^^^ ' J representee : ou 3) qui possedent 
recepteurs de surface cellu la,re P^"^;" P° 7^*^^^^^^^^^^^ sequence representee ; composition qu, 
une activlte hormonale s.m.la.re f/^' "7°^^^ non identifiees. 

est totalement depourvue de prote.nes humaines ou pore 

.3. composition suivant ia revendication - ..ue.^^^^^ -^^Z.^- 
d-inhibine porcine (Asn«s-ln GInha 'J^^' ''^^^^^^^^ 

Cy's3so-^Allnh^. ^^y^--^T^'\\^^^^^^^^^ Inh represente une abreviation 

[Pro3si Giy382- Pro Phe Gly]lnh^B ; ^ utilises pour le residu Inh^A correspondant 

,5 d-inhibine et les numeros des resKlus P°"^ '"^^^.^tJnThur^^ possedant des variations qu. 
(voir figure 2B) ; des variants de cha-ne^* d J .,„P,rtion aprfes un. residu cho>s. 

consistent en une substitution '^^^^^^^^^ representee sur la figure 8 ; et des 

20 representee sur la figure 6A. 

composition suivant la revendication .6. C^^^^^^^ 

choisi entre Pheaoa-lie ou Leu ; Glnaer^Asp ou "j^^ ^^rp^^J iser ; Asnaao-Gln. Tyr ou His : 
„e3n-Phe ou Val ; Tyr3W-^Trp ou Thr ^^^Ts =(un hybrlde ,.1^.) : Phesss-Tyr ; 

Tyr32i-Thr ou Asp. Phea.o-Tyr ; "'^^";/'%"''";3„33;^g n. His ou Lys ; lleasi-Leu ou Thr ; 

comparable. 

- ^ KoTn^c fl nu fln d'inhlbine humaine ou porcine mature, 
21. composition comprenant un ^--^^^"^'^I'^^^'Zc^^^^^ P -ines) et les figures 8 et 9 (chaTnes 
35 lesdltes chaTnes etant representees sur '^'^^fj^^^, ^engendre par insertion, deletion ou 
^ humaines). ou d'un variant de ^^^^f ^uencr rep Sentees. variant qui presents une forte 
substitution d-un polypeptide d'une des p,^sente une reactivite croisee 

homologie avec un polypeptide d'une ^^^"^"^^,1^7;^^^^^^^^^ representee : 2) qui presente une 
avec des antlcorpsengendres centre un pc^ypept^e d u^e^^^^^^ J polypeptide d'une sequence 

reactivite croisee -c des r^^^^^^^^^^^^^^ ^iTZ:^::: simLe a ce.le d'un polypeptide d'une 

22 composition suivant la revendication 21. qui est un homodimerelde chaTnes . humaine ou porcne 
, maZ ou d-un de ses variants de sequence d'am.no-acdes. 

23. composition comprenant un heterodlmere -^^:;^Z^Z:T^^ 
humaine ou porcine mature. Iesd.tes ^^^^f^^^^'^^l^^^^^J^^^^^^ 
et les figures 8 et 9 (chaTnes ^ ^^^^^ e 're^^ le variant presentant une fo-^e 

50 insertion, deletion ou substituUon d une ^e^"^^^^^^^^^ ,ne reactivite cro-see 

homologie avec un polypeptide d une f .^^^^^^^^^ representee : 2) presentant une 

avec des anticorpsengendres centre un polypefrtKJe d u^^^^^^ ^^^^.^^ ^.^^^ ^ 

simiLre . cejle d'un polypeptide d'une 

;^,^r repreren^l rcrp^sitlon qui est depourvue de la chatne „ d-inhibine. 

.0. non chremesemlque -nt Pour^^^^^^^^^^^ ^^SS^ ^^^^ 
d'inhlbine humaine ou porcine dent les sequences a 



67 



EP 0 222 491 B1 



(chaTne a porcine), 2B (chaTnes porcines), 6A (chaTne a humaine) et 8 et 9 (chaTnes humaines) ou 
pour un variant de sequence d'amino-acides engendr^ par insertion, d6l6tion ou substitution d*un 
polypeptide d'une desdites sequences representees, le variant pr^sentant une forte homologie avec un 
polypeptide d'une sequence representee, a I'exclusion de la chatne a d'inhibine bovine et de la chaTne 
5 d'inhibine bovine partielle de sequence 

Gly-Leu-Glu-Cys-Asp-Gly-Lys-Val-Asn-Ile-Cys-Cys-Lys- 
Lys-Gln-Phe-Phe-Val-Ser-Phe-Lys-Asp-Ile-Gly-Trp-Asn-Asp-Trp- 
^0 Ile-Ile-Ala-Pro-Ser-Gly-Tyr-His-Ala-Asn-Tyr-Cys-Glu-Gly-Glu- 
Cys-Pro-Ser-His-Ile-Ala-Gly-Thr-Ser-Gly-Ser-Ser-Leu-Ser-Phe- 
His-Ser-Thr-Val-Ile-Asn-His-Tyr-Arg-Met-Arg-Gly-His-Ser, 

75 

et 

1) presentant une reactivite croisee avec des anticorps engendres centre un polypeptide d'une 
sequence representee ; ou 2) presentant une reactivite croisee avec des recepteurs de surface 
cellulaire pour un polypeptide d'une sequence representee, ou 3) presentant une activite hormonale 
20 sinnilaire a celle d'un polypeptide d'une sequence representee. 

25. ADN suivant la revendication 24, codant pour une chaTne a d*inhibine hunnaine ou porcine ou une 
chaTne ^ d'inhibine humaine ou porcine dont la sequence d'amino-acides est representee sur la figure 
1B (chaTne a porcine), la figure 2B (chaTnes porcines), la figure 6A (chaTne a hunnaine) et les figures 

25 8 et 9 (ChaTnes j8 humaines). 

26. ADN suivant la revendication 24, qui code pour un variant choisi entre : des derives d'inhibine porcine 
[Asn266-^GIn]lnha ; [Cys325 ou CyS32^— A]lnha ; [Cysaei ou CyS363-*A]lnha ; [Lys32i ou Lys322-^A]- 
lnh)3A : [Lys322— His ou Ser]lnh)9A ; [Lys3i5-*Arg ; Vabie^Thr] Inh/SA ; [Cyssss ou Cys39o-^A]lnhA, 

30 [Lys4ii— Gln]lnh^A ; [Argais-^Lys ; Val3i6-*Thr]lnh)SB ; [Cyssis ou Cys32o-*A]lnhiSB ; IPro38i 
Gly382-*Pro Phe GlyJInh^s ; [Arg395-*Gln]lnh)SB, dans lesquel Inh est une abreviation d'inhibine et les 
numgros des residus pour la InhjSe sont ceux utilises pour le residu de InhjSA correspondants (voir 
figure 28) ; les variants de chaTne ^a d*inhibine humaine possedant des variations qui consistent en 
une substitution ou une deletion au niveau d*un, ou une insertion apres un, residu choisi entre les 

35 residus 293 a 297, 364 a 376 et 387 a 398 de la sequence representee sur la figure 8 ; et des variants 
de la chaTne a humaine qui presentent une homologie de plus de 90 % avec la sequence representee 
sur la figure 6A. 

27. ADN suivant la revendication 24, qui code pour un variant d'une chaTne d'inhibine humaine choisi 
40 entre Phe302-^lle ou Leu ; Gln297-*Asp ou Lys ; Trp307-*Tyr ou Phe ; Trpsio-^Tyr ou Phe ; lle3ii-*Phe 

ou Val ; Tyr3i7-*Trp ou Thr ; His3i8"*Lys ; Ala3i9-*Ser ; Asn32o-^GIn, Tyr ou His ; Tyr32i-^Thr ou Asp, 
Phe34o-^Tyr ; HiS353-*Asp ; His353— Lys (a un hybride ^aI^b) \ Phesse-^Tyr ; Val364-*Phe ; Vabe^-^Leu 
; Tyr375-^Thr ; Tyr376-*Trp ; Asn389-*Gln, His ou Lys ; He39i-*Leu ou Thr ; Met39o-*Leu ou Ser ; 
Val39 2-*Phe, Glu, Thr ou He ; ou une chaTne ^Sb humaine modifiee de maniere comparable. 

45 

28. ADN suivant Tune quelconque des revendications 24 a 27, qui est depourvu de sequences non 
traduites intermediaires. 

29. ADN suivant Tune quelconque des revendication 24 a 28, qui est marque avec un groupement 
50 detectable. 

30. Vecteur replicable comprenant un ADN suivant I'une quelconque des revendications 21 a 27. 

31. Vecteur suivant la revendication 30, comprenant un promoteur viral lie de maniere fonctionnelle a I'ADN 
55 codant pour les chaTnes a et/ou d'inhibine. 

32. Vecteur suivant la revendication 30 ou 31, qui contient un ADN codant a la fois pour une chaTne a 
d'inhibine et une chaTne d'inhibine. 
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33. Vecteur suivant la revendication 30 ou 31 , qui contient un ADN codant pour une chaTne d'inhibine, 
mais pour la chaTne a d'inhiblne. 

34. Cellule hots transformation avec un vecteur r^plicable comprenant I'ADN codant pour la chaTne a et/ou 
5 la chaTne d'inhibine humaine ou porcine dont les sequences d'amlno-acides sont representees sur la 

figure 1B (chaTne a porcine), la figure 2B (chaTnes ^ porcines), la figure 6A (chaTne a humaine) et les 
figures 8 et 9 (chaTnes humaines) ou un variant de sequence d'amino-acides engendr6 par insertion, 
deletion ou substitution d'un polypeptide d'une telle sequence representee, le variant etant pratique- 
ment homologue avec un polypeptide d'une sequence representee, a I'exclusion de la chaTne a 
70 d*inhibine bovine et de la chaTne d'inhibine bovine partielle de sequence 

Gly-Leu-Glu-Cys- 

Asp-Gly-Lys-Val-Asn-Ile-Cys-Cys-Lys-Lys-Gln-Phe-Phe-Val-Ser- 
75 Phe-Lys-Asp-Ile-Gly-Trp-Asn-Asp-Trp-Ile-Ile-Ala-Pro-Ser-Gly- 
Tyr-His-Ala-Asn-Tyr-Cys-Glu-Gly-Glu-Cys-Pro-Ser-His-Ile-Ala- 
Gly-Thr-Ser-Gly-Ser-Ser-Leu-Ser-Phe-His-Ser-Thr-Val-Ile-Asn- 
2^ His-Tyr-Arg-Met-Arg-Gly-His-Ser, 

et 

1) presentant une reactivite croisee avec des anticorps engendres centre un polypeptide d'une 
sequence representee ; ou 2) presentant une reactivite croisee avec des recepteurs de surface 
25 cellulaire pour un polypeptide d'une sequence representee, ou 3) presentant une activite hormonale 
simllaire a celle d'un polypeptide d'une sequence representee. 

35. Cellule hote suivant la revendication 34, dans laquelle TADN code pour une chaTne a et/ou une chaTne 
j8 d'inhiblne humaine porcine, dont les sequences d'amino-acides sont representees sur la figure IB 

30 (chaTne a porcine), la figure 2B (chaTnes ^ porcines), la figure 6A (chaTne a humaine) et les figures 8 et 
9 (chaTnes humaines). 

36. Cellule hote suivant la revendication 34, dans laquelle I'ADN code pour un variant choisi entre : des 
derives d'ihibine porcine [Asn266^Gln]lnha ; [Cys325 ou Cys324— AJInha ; [Cysasi ou Cys363-^A]lnha ; 

35 [Lys32i ou LyS322-^A]lnhj8A : [Lys322-^His ou SerJInh^SA ; [Lyssis^Arg ; Vabu— Thr] Inh^SA ; [CyS388 
ou CyS39o^A]lnhj3A,[LyS4ii— Gln]lnhj8A ; [Arg3i5-*Lys ; Val3i6-Thr]lnh)SB ; [Cyssia ou CyS32o-^A]- 
Inh^B ; [Pr038i Gly382-*Pro Phe Gly]lnhi9B ; [Arg395-^GIn]lnhj9B, dans lesquel Inh est une abreviatlon 
d'inhibine et les numeros des residus pour la Inh^s sont ceux utilises pour le residu de Inh/SA 
correspondant (voir figure 2B) ; les variants de, chaTne )8a d'inhibine humaine possedant des variations 

40 qui consistent en une substitution ou une deletion au niveau d'un, ou une insertion apres un, residu 
choisi entre les residus 293-297, 364-376 et 387-398 de la sequence representee sur la figure 8 ; et 
des variants de la chaTne a humaine qui presentent une homologie de plus de 90 % avec la sequence 
representee sur la figure 6A. 

45 37. Cellule hote suivant la revendication 34, dans laquelle I'ADN code pour un variant d'une chaTne )9a 
d'inhibine humaine choisie entre Phe302-*lle ou Leu ; Gln297-*Asp!ou Lys ; Trp307-*Tyr pu Phe ; 
Trp3io-*Tyr ou Phe ; lle3ii-*Phe ou Val ; Tyrsw-^Trp ou Thr ; Hissis-^Lys ; Alasig-^Ser ; Asn32o-^GIn, 
Tyr ou His ; Tyr32i-*Thr ou Asp, Phe340-*Tyr ; HiS353-*Asp ; Hisssa-^Lys (a un hybride /Sa/)Sb) ; 
Phe356-*Tyr ; Val364-*Phe ; Val3G4-*Leu ; Tyr375-*Thr ; Tyr376-*Trp ; Asn389-^GIn, His ou Lys ; 

50 lle39i-*Leu ou Thr ; Met39o-*Leu ou Ser ; Val392-*Phe, Glu, Thr ou lie ; ou une chaTne humaine 
modlfiee de maniere comparable. 

38. Cellule suivant Tune quelconque des revendications 34 a 37, qui est une cellule eucaryotique. 

55 39. Composition acellulaire qui est depourvue d'un polypeptide de chaTne a mature, contenant une 
sequence polypeptidique de prodomaine de chaTne a d'inhibine humaine ou porcine representee sur la 
figure IB (chaTne a porcine) ou la figure 6A (chaTne a humaine) ou un variant de sequence d'amino- 
acides engendre par une insertion, deletion ou substitution d'une telle sequence de prodomaine, le 
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variant pr^sentant une forte homologie avec un polypeptide d'une desdites sequences pr^sentant une 
r^activitS crois^e avec des anticorps engendr^s contre un polypeptide d'une sequence representee. 

40. Composition acellulaire contenant 

a) un polypeptide comprenant la sequence de prodomaine de chaTne d'inhibine humaine 

HSAAPDCPSCALAALPKDVPNSQPEMVEAVKKHILNMLHL (aminoacides 1 a 40 

de la figure 8) , ^ PDVTQPVPKAALLNAIRKLHVGKVGENGYVEIEDDIG 
(aminoacides 44 k 80 de la figure 8) , 

AEMNELMEQTSEIITFAESGTARKTLHFEISKEGSDLSWERAEVWLFLKVPKAN- 
RTRTKVTIRLFQQQKHPQGSLDTGEEAEEVGLKGERSELLLSEKVVDA ( aminoacides 
83 a 185 de la figure 8), STWHVFPVSSSIQRLLDQGKSSLDVRIACEQ- 
CQESGASLVLLG (amino-acides 188 a 230 de la figure 8) , 

ou un de ses variants de sequence d'amino-acides naturels de mammifere ; 

b) un polypeptide comprenant la sequence de prodomaine de chaTne ^Sb dNnhibine humaine 

CTSCGGFRRPEELGRV- 
DGDFLEAV ( amino- ac ides) 7-30 de la figure 9, 
HILSRLQMRGRPNITHAVPKAAMVTALRKLHAGKVREDGRVEIPHLDGHASPGAD- 

GQERVSEIISFAETDGLASSRVRLYFFISNEGNQNLFWQASLWLYLKLLPYVLEKGS 
(amino-acides 33 a 5 de la figure 9) , 

WVKVYFQEQGHGDRWNiyrVEKRVDLKRSGWHTFPLT^ (amino-acides 
149 a 195 de la figure 9), 

LNLDVQCDSCQELAWPVFVDPGEESHRPFVWQARLGDSRHRI ( amino-acides 
198 a 241 de la figure 9), 

ou un de leurs variants de sequence d 'amino-acides naturels de mammifere ; ou 

c) un polypeptide depourvu de la sequence d'amino-acides de chaTnes a mature comprenant les 
sequences de prodomaine de chaTne a d'inhibine humaine 

KVRALFLDALGPPAVTREGGDPGV (aminoacides 1 ^ 24 de la figure 6) , 
HALGGFTHRGSEPEEEEDVSQAILFPATDASCEDKSAARGLAQEAEEGLFRYMFR- 
PSQHTRSRQVTSAQLWFHTGLDRQGTAASNSSEPLLGLLALSPGGPVAVPMSLGH- 

APPHWAVLHLATSALSLLTHPVLVLLLRCPLCTCSARPEATPFLVAHTRTRPPSGGERA 
(amino-acides 32 a 199 de la figure 6) , 

ou un de leurs variants de sequence d'amino-acides naturels de mammifere. 

41. Composition acellulaire contenant un polypeptide de prodomaine de chaTne ^ d'inhibine humaine ou 
porcine d'une sequence representee sur la figure 2B (chaTnes porcines) et les figures 8 et 9 (chaTnes 
)9 humaines) ou un variant de sequence d'amino-acides engendre par insertion, deletion ou substitution 
d'une desdites sequences de prodomaine, variant qui pr^sente une forte homologie avec un polypepti- 
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contre un polypeptide d'une s«quence representee. 
« Co.p«.«on ..vent . revend^on 4, . dans ^ueNe ,a chaTne . e, ,a Catne et ,a con,pos,«on est 
5 depourvue de sequence de chaTne mature. 

,3 Compositien suivant ,a revenaice«on 4,. dans ,a,ue.e ,a chatne , es, ,a Catne ^ a, ,a comp.st.on 
est depourvue de sequence de chaTne mature. 
„ 44. ConrposH^ su.an. ,a revendtc^on 40. dans ,a,«.e ,e variant es, ,a s.o„ence d'amino-acides 
porcine correspondante, composition contenant ^e chaihe /3a d'inhibine porcine 

a) un polypeptide -mprenant a sequence de^^^p^^^^^^^^^^^^ 

Z^:^ ^n "cii: IB. . .3 ; .es amino-acides .6 . 258 ; ou ies 
,5 amino-acides 28 k 87 de la figure 2B ; ou • . chaTne a mature comprenant Ies 

amino-acides 20 S 54 ; ou les amino-acides 70 a 226 de la tigure id 
» ,S OomposHton suivan, ,.ne «e des revendic^ns 30 . 44, dans ie poi,pep«de es. non 

accompagn6 par une glycosylation naturelle. 
40. Composlti. suivant fune dueicon^ue des revend,ca.ons 30 . 45, <,ui est steH. at dans ia,ue,.e te 
polypeptide comprend en outre un polypeptrd. rmmunogene, 
" „ utliisati^, .una composi,l», su.an. rune ,ue,con,ue des revandica..ns 30 . 40 dans la preparation 
■ d'un anticorps capable de se lier audit polypeptide. 
^ composition suivan, ,-une duetconoue des rever.ica.c^ 30 . 40, dans laouel. la pctypeptide est 
30 conjugue a un groupe detectable. 

40. Com^s,«on suivant ,a revendlcation 48, dans Quelle ,e or»pa est un enzyme, un tiuorophore oo un 
radioisotope. 

^^:^o♦;r^nc -^Q a 44 48 et 49, qui est insolubilisee par 

-rrSorrerssrrrfu:^ 

^^i^otinnc a 46 48 et 49. comprenant en outre une 

40 tissus d'un animal. 

Revendications pour TEtat contractant suivant : LU 

Proc.de comprenant . -^^^1™^ 0^^-^ J^^^^^^ 

porcine), la figure 2B (chaTnes porc.nes) '^^f^'l,^"^.^^^^ f^rme par insertion, deletion ou 
Unas 0 humaines). ou un -nant J "ce^^d ^^^^^^^^^ 

substitution d'une des sequences '^^'^'^'^'^^l'^''^^^^ bovine et 1) qui presents une 

50 tide d'une sequence representee mais excluant ^'^^ ^'une sequence representee ; 
reactivity croisee avec des anticorps ^'^^'^''Z^'^fJJ^J^l^^^^ cellulaire pour un polypeptide 

7rZ^^£^o:7:rXrTl^ — simi-alre . celle d'un 
polypeptide d'une sequence representee. 

, ProCd. suivant la revendication . dans lequel ''-i^--^^^^^^^^^ 

humaine ou porcine et/ou une chaTne , ^''^'^^^^^l^^^^ '^^^^ la figure 6A (chaTne 

representees sur la figure 1 B (chaTne a porcine), la figure 28 (chaines p p 
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a humaine) et les figures 8 et 9 (chaTnes humaines). 

CyS3.o-A].nh^e : [Proas, , ?nh , cet utilises pour le r^sidu de 

abreviation d'inhibine et les numero .^fy'/^SsTe ha^^a 5, d^inhibir^e humaine possedant des 
lnh/3A correspondant (voir figure 2B) les variants ae cna pa ^^^^.^^ 
variations qui consistent en une^s^^^^^^^^^^^ 1%TTZ , 398 de'a^s^cuence representee sur la 
s'rdrvl'rntn": "LV^L^re pr^sente. une .o.ologie de p-us de 90 % avec 
la sequence representee sur la figure 6A. 

. P.c.d. suivant la revendication i .ans ,e_... .cide ^^l^-C:^^^^ 
d'inhibine /3a humaine choisi entre Phe302-lle •^^^""Hisais- ; Alaais-Ser ; Asn32o-Gln, 

Trp3io-Tyr ou Phe ; Ile3n-Phe ou Val : Ty'3i7-Trp ou m^H.S3i y_^. ^^^^^^ . 

Tyr ou His ; Tyr3ai-Thr ou Asp. ^7,3;,!!?^^^^ AUe-^Gln. His ou Lys : 

Phe35e-Tyr : Val3s*--Phe ; Vabs.-Leu ■ Jf^"^ ' /-rhr ^u He ; ou une chaTne humaine 
Ile39i-Leu ou Thr ; Metaao-Leu ou Ser ; Val392-Phe, C3lu, 
modifiee de maniere comparable. 

dimere de chaTne du milieu de culture. 

suivan, rune ,„e,co^^ des reve^lca«ons p,6c.*n,es. dans .,^1 la cellule es, u„ 

procaryote. 

v^^o 1 a fi ft 9 dans lequel la cellule est une 

11. P,c«^d« euivan. la .evendlcallon 6. dana lequel le promoteu, ea. un promoleu. .iral. 
,2 Procsd. sulvan, la ™vendioa.loon 11. dans tequel ^ promoteu- es. un p.omo,eu- d. SV40. 
13, PrpCd. su^an, ,.ne ,uelcon,ua des ,eve„dica«ons p,.c.d,..es, dans laq^l de Hnhlblne pc,c,n= 
humaine mature est recueiHie. 

»„Hi^af,r.n«! 1 a 7 ou 10 a 12, dans lequel le vecteur 

rpir:rucCranf s:^"^^^^^^^^^^ ' - - " 

ChaTne ^ mature est recueilli en I'absence de chaine a. 
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■ X I, fin„« OR rchaTnes 6 porcines). la figure 6A (chaihe a humaine) et les 
figure 1B {cha.ne a porcme) la ^'Q^^^ (chaines ^^^^^ J d'amino-acides engendr^s par 

figures 8 et 9 (chaihes ^ humaines). et d®^. "^...gg 

insertior,. d^l^tion ou substitution d'ur, ^^^^J^^'^^^'^^^ JpTen^e. Lis a i'exciusion de la 
sor,t fortement horr^ologues avec un ^^'^^^'^'"^^^^ avec des ariticorps engendres 

chaTne a d'inhibine bovine, et 1) qui P^^sentent une r6acjv.te ^^^.^^^ ^^^^ 

centre un polypeptide ^'"-.^^^"^Vn^C^de d uneXnctrep^ ; ou 3) qui possedent 

i:^::::::^^ "z^cx:::^^^^ s„pr.sent.e c^o. 

est totalement d^pourvue de prot^ines humaines ou porcines non .denff^es. 

MXtne . hlaine) et figures 8 « 9 (chaihes « hums,nes), 

„ co^posi^c suivsh. i. ,e.en.«on ' V-;^!^:::;- -rCvtrr^^^trC^ i 
d'inhibine porcine (Asnzes-'InlGlnha • l^V^^" °" ^^^^^^^^^^ 

[LyS3., ou Lys3..-A]lnh^A ; lLyS3..-H,s ou S^-l'"*^^* ' ^y^^;^,,, . [c;33,, ou Cys3.o-A]lnh)SB - 
Cys3so-*A]lnh^..[Lys.n-Gln]lnh^. ;[Arg3,s-Lys . V^^^^^^^ daTSqueis Inh est une abr^viation 
[Pro3. G.y33.- Pro Phe '^^^^^^^^^ 
20 d'inhibine et les numeros des residus pour '"'^f.^..'^"* 3. des variations qui consistent 

25 la figure 6A. 

.S. composition suivant la —10^6.00;^^^^^^^^^^ 

choisi entre Pheao^-He ou Leu ; Q'"";;^'^ °"Xs Ala3,,-:Ser ; Asn3.o-Gln, Tyr ou His ; 
Ile3n-Phe ou Val ; Tyr3,7-Trp ou Thr . ^f^^.^ 'yj_Lvs . (un hybride ^.I^b) : Pheass-^Tyr ; 
30 Tyr3.-*Thr ou Asp. P^^^3.o--Tyr ^ H.S3S3-^^^^P .^^^^ . ..^^^^^^eu ou Thr : 

Srru ^n:;:-;;:^^^^^^^^^^ - r J%u une chatne .3 — e moditi.e de maniere 

comparable. 

(chatne fi^ humaine) non associe a une glycosylation naturelle. 

... composition comprenant un ^o^o^r^^^^^f^^ 1^ 
^ lesdites chaTnes etant representees sur '^^^[^ ^^J^^^^^^ ^° par insertion, d^i^tion ou 

^ humaines). ou d'un variant de sequence ^ a^^^^ ^^^-^^^^ q,; p^^sente une forte 
substitution d'un polypeptide d'une des s^^^^^^^^. JP^;""*^^',,'^^^^^^ une r^activit6 croisee 
homologie avec un polypeptide d'une ^^^^^^J.^J^^^^^^^^^^^ ; 2) qui presente une 

avec des anticorps engendres centre un polypept^e ^^^ ^^'^^^ ^ polypeptide d'une sequence 
.activite croisee ^^^^J^ Z:::^^^::^::^^ . c^e.,:7un polypeptide d.ne 
'S:X^:o,rZ^:^::^o. q. e. d^pourvue de la chatne . d-inhibine. 

22 composition suivant la revendication 21. qui est un homodimere de chatnes .a humaine ou porcine 
60 ' mature ou d'un de ses variants de sequence d'amino-acides. 

2a composition comprenant un h.t.rodimere de chaTne ^J^^^^^Z^^^ 

une chalne d'inhibine humaine ou porane '2Z%TTuZ^Z) lo d'^ variant de sequence 
28 (ChaTnes 0 porcines) et les figures 8 et 9 (chaines f JT"'"^^^^^^^^ 
d'arnino-acides engendre par insertion, d^l^tion ou '-"^f^^^J^XX^^ ^) 
variant qui prisente une forte homologie avec un pdypep^de d une ^eje^ P ^.^^^ ^^^^^^^^ 
presente une r#activite croisee avec des anfcorps ^"9^^^^^^^^^^^^ ^ ZZce cellulaire pour un 
representee : 2) qui prisente une reactivite crois^e avec des recepteurs 
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polypeptide d'une sequence representee ; ou 3) qui pr^sente une activite hormonale similaire k celle 
d'un polypeptide d*une sequence representee ; composition qui est d^pourvue de la chaTne a 
d'inhibine. 

6 24. ADN non chromosomlque codant pour une chaTne a d'inhibine humaine ou porcine ou d*une chaTne 
d'inhibine humaine ou porcine dont les sequences d'amino-acides sont representees sur la figure IB 
(chaTne a porcine), la figure 2B (chaTnes porcines), la figure 6A (chaTne a humaine) et les figures 8 et 
9 (ChaTnes humaines) ou un variant de sequence d'amino-acides engendre par insertion, deletion ou 
substitution d'un polypeptide d'une desdites sequences representees, variant qui presente une forte 

10 homologie avec un polypeptide d'une sequence representee a i'exclusion de la chaTne a d'inhibine 
bovine et 1) qui presente une reactivite croisee avec des anticorps engendres centre un polypeptide 
d'une sequence representee ; ou 2) qui presente une reactivite croisee avec des recepteurs de surface 
cellulaire pour un polypeptide d'une sequence representee ; ou 3) qui presente une activite hormonale 
similaire a celle d'un polypeptide d'une sequence representee. 

75 

25. ADN suivant la revendication 24 codant pour une chaTne a d'inhibine humaine ou porcine ou une 
chaTne j8 d'inhibine humaine ou porcine dont la sequence d'aminoacides est representee sur la figure 
18 (chaTne a porcine), la figure 28 (chaTnes porcines), la figure 6A (chaTne a humaine) et les figures 
8 et 9 (chaTnes p humaines). 

20 

26. ADN suivant la revendication 24, qui code pour un variant choisi entre : des derives d'inhibine porcine 
[Asn26G— Gln]lnha ; [CyS325 ou CyS324-^A]lnha ; [Cysaei ou CyS363-*A]lnha ; [Lys32i ou Lys322-^A]- 
Inhj^A ; [Lys322-^His ou Ser]lnh;8A ; [Lys3i5-*Arg ; Valaie-^Thr] InhjSA ; [Cys388 ou CyS39o-^A]lnh)SA. 
[LyS4ii— Gln]lnh)SA ; [Argais-^Lys ; Vabie— Thr]lnhj8B : [CyS3i9 ou CyS32o— AJInh^Ss : [Prossi 

25 Gly382-*Pro Phe GlyllnhjSe ; [Arg395-*Gln]lnh)9B. dans lesquels Inh est une abreviation d'inhibine et les 
numeros des residus pour la Inh^Se sont ceux utilises pour le residu de Inh^A correspondant (voir figure 
28) ; des variants de chaTne 0a d'inhibine humaine possedant des variations qui consistent en une 
substitution ou une deletion au niveau d'un, ou une insertion apres un, residu choisi entre les residus 
293 a 297, 364 a 376 et 387 a 398 de la sequence representee sur la figure 8 ; et des variants de 

30 chaTne a humaine qui presentent une homologie de plus de 90 % avec la sequence representee sur la 
figure 6A. 

27. ADN suivant la revendication 24, qui code pour un variant d'une chaTne d'inhibine 0 humaine choisi 
entre ; Phe302-*lle ou Leu ; Gln297-*Asp ou Lys ; Trp307-*Tyr ou Phe ; Trpsio-^Tyr ou Phe ; 

35 11631 i-*Phe ou Val ; Tyr3i7-^Trp ou Thr ; HiS3i8^Lys ; Ala3i9-*Ser ; Asn32o-*Gln, Tyr ou His ; 
Tyr32i-*Thr ou Asp, Phe34o-*Tyr ; HiS353-*Asp ; His3S3^Lys (a un hybride 0a^0b) ; Phe356-^Tyr ; 
Val364-*Phe : Val364-*Leu ; Tyr375-*Thr ; Tyra/e-^Trp ; Asn389-^GIn. His ou Lys ; lle39i-*Leu ou Thr ; 
Met39o-*Leu ou Ser ; Vabsa^Phe, Glu, Thr ou lie ; ou une chaTne 0b humaine modifiee de maniere 
comparable. 

40 

28. ADN suivant I'une quelconque des revendications 24 a 27, qui est depourvue de sequences non 
traduites intermediaires. 

29. ADN suivant I'une quelconque des revendications 24 a 28, qui est marquee avec un groupement 
45 detectable. 

30. Vecteur replicable comprenant un ADN suivant I'une quelconque des revendications 21 a 27. 

31. Vecteur suivant la revendication 30, comprenant un promoteur viral lie de maniere fonctionnelle a I'ADN 
50 codant pour les chaTnes a et/ou 0 d'inhibine. 

32. Vecteur suivant la revendication 30 ou 31, qui contient un ADN codant a la fois pour une chaTne a 
d'inhibine et une chaTne 0 d'inhibine. 

55 33. Vecteur suivant la revendication 30 ou 31, qui contient un ADN codant pour une chaTne 0 d'inhibine 
mais non pour la chaTne a d'inhibine. 
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34. Cellule hote transformee avec un vecteur r^plicable comprenant un ADN codant pour la chaTne a 
d'inhiblne et/ou la chaTne j9 d'inhibine humaine ou porcine dont les sequences d'amino-acldes sont 
representees sur la figure 1B (chaTne a porcine), la figure 2B (chaTnes porcines). la figure 6A (chaTne 
a humaine) et les figures 8 et 9 (chaTnes humaines), ou un variant de sequence d'amino-acides 

5 engendr^ par insertion, delation ou substitution d*un polypeptide d'une desdites sequences represen- 
tees, variant qui pr^sente une forte homologie avec un polypeptide d'une sequence representee, a 
Texclusion de la chaTne a d'inhibine bovine, et 1) qui presente une reactlvite croisee avec des anticorps 
engendres centre un polypeptide d'une sequence representee ; ou 2) qui presente une reactivite 
croisee avec des recepteurs de surface cellulaire pour un polypeptide d'une sequence representee, ou 

70 3) qui presente une activite hormonale similaire a celie d'un polypeptide d'une sequence representee. 

35. Cellule hote suivant la revendication 34, dans laquelle I'ADN code pour une chaTne a d'inhibine et/ou 
une ChaTne 0 d'inhibine humaine ou porcine, dont les sequences d'amino-acides sont representees sur 
la figure 1B (chaTne a porcine), la figure 28 (chaTnes 0 porcines) la figure 6A (chaTne a humaine) et les 

75 figures 8 et 9 (chaTnes humaines). 

36. Cellule hote suivant la revendication 34, dans laquelle I'ADN code pour un variant choisi entre : des 
derives d'inhibine porcine [Asn266-*Gln]lnha ; [Cys325 ou CyS324-*A]lnha ; [Cysaei ou Cys38 3-*A]lnha 
; [Lys32i ou Lys322-^A]lnhj3A ; [Lys322-*His ou Ser]lnh)3A ; [Lyssis-^Arg ; Vabie-^Thr] [CyS388 

20 ou CyS39o-*A]lnhjSA,[Lys4ii-*Gln]lnhi3A ; [Argsis-^Lys ; Val3i6-^Thr]lnh)8B : [Cyssis ou CyS32o-^A]- 
lnh;8B ; [Pro38i Gly382-*Pro Phe Gly]lnh)3B ; [Arg395-*Gln]lnhi8B, dans lesquels Inh est une abreviation 
d'inhibine et les numeros des residus pour \nh0B sont ceux utilises pour le residu de InhjSA 
correspondent (voir figure 28) ; des variants de chaTne $a d'inhibine humaine possedant des variations 
qui consistent en une substitution ou une deletion au niveau d'un, ou une insertion apres un, residu 

25 choisi entre les residus 293 a 297, 364 a 376 et 387 a 398 de la sequence representee sur la figure 8 ; 
et des variants de chaTne a humaine qui presentent une homologie de plus de 90 % avec la sequence 
representee sur la figure 6A. 

37. Cellule hote suivant la revendication 34, dans laquelle I'ADN code pour un variant d'une chaTne 
30 d'inhibine 0a humaine choisi entre Phe302-^lle ou Leu ; Gln297-*Asp ou Lys ; Trp307-*Tyr ou Phe ; 

Trp3io-^Tyr ou Phe ; lle3ii-*Phe ou Val ; Tyr3i7-*Trp ou Thr ; Hisais-^Lys ; Ala3i9-*Ser ; Asn32o-*Gln, 
Tyr ou His ; Tyr32i-^Thr ou Asp, Phe3^^o-*Tyr ; His353-*Asp ; HiS353-^Lys (a un hybride 0a^0b) ; 
Phe356-^Tyr ; Vabs*— Phe ; Valae^-^Leu ; Tyr375-^Thr ; Tyr376-*Trp ; Asn389-*Gln, His ou Lys ; 
11639 i-*Leu ou Thr ; Metago-^Leu ou Ser ; Val392-*Phe, Glu, Thr ou He ; ou une chaTne 0b humaine 
35 modifiee de maniere comparable. 

38. Cellule suivant I'une quelconque des revendications 34 a 37, qui est une cellule eucaryotique. 

39. Composition acellulaire qui est depourvue de polypeptide de chaTne a mature, contenant une sequence 
40 polypeptidique de prodomaine de chaTne a d'inhibine humaine ou porcine representee sur la figure 18 

(chaTne a porcine) ou la figure 6A (chaTne a humaine) ou un variant de sequence d'amino-acides 
engendre par une insertion, deletion ou substitution d'une desdites sequences de prodomaine, variant 
qui presente une forte homologie avec un polypeptide d'une desdites sequences et qui presente une 
reactivite croisee avec des anticorps engendres centre un polypeptide d'une sequence representee. 

45 

40. Composition acellulaire contenant 



50 



55 



75 



. ■ - ^nr.^ HP nrodomaine de chaTne p d'inhibine humaine 
a) un polypeptide comprenant la sequence de proaoma 

5 de la figure 8). PDViy^ 

b) un polypeptide comprenant la sequence ue 

CTSCGGFRRPEELGRVD- 

.0 GDFLEAV ( amino -acides) 7 a '° J^^ '^J^^^^^^^ 

GQERVSEIISFAETDGLASSRVRLYff 
LEKGS 5 la figure 9), 

3° 198 a 241 de la figure 9), 

-J ^ 1 a 24 de la figure 
KVRALFLDALGPPAVTEEGGDPGV (amino-acldes 1 

6), 

40 

. psoh™sbov.s.o.w.h.o.o.oot..s.ssep..3.u.^poopv.vpms^h- 

.PP„«.V.H..TS..S..T„PV.V...BCP:.TCS.PPE..Pr-.H..T.PPSO- 



50 



56 



^^^^ -^^c ^9 a 199 de la figure 6), 
(amino-acides 32 a i3» 

ou un de leurs variants de sequence d'aminoacides nature.s de r.ar.r.ifere. 
composition acel.ulaire contenant un ^ ^^l^^^X^ ^ 
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centre un polypeptide d'une sequence representee. 

42. composition suivant la revendication 41. dans laquelle la chaTne , est la chaTne et la composition 
est depourvue de sequence de chaTne mature. 
' 4a composition suivant la revendication 41. dans laquelle la chaTne , est la chalhe et la composition 
est depourvue de sequence de chaTne mature. 
44 Composition suivant la revendication 40. dans laquelle le variant est la sequence d'amino-acides 

" ^°tr;7p:;rr^^^ - prodomame de Catne d-inhibine por^^^^ 

iLSe par : les amino-acides 28 h 58 : les amino-acides 61 ^ 87 ; '«^^'"'"7^^f .^.f .^^ 
[es amino-addes 111 ^ 179 ; les amino-acides 182 ^ 213 : les am.no-acdes 216 a 258 . ou les 

. C'P~ d;^'::r,fXnce d^mmo-acides de cha^e „ mature comprenant les 

Squencerpolypeptid^ues de prodomaine de chaTne a d;inhibine porcne representees par . les 
amino-acides 20 a 54 ; ou les amino-acides 70 a 228 de la figure 1B. 

45. Composition suivant I'une quelconque des revendications 39 k 44. dans laquelle le polypeptide est non 
20 accompagne par une glycosylation naturelle. 

46 Composition suivant I'une quelconque des revendications 39 a 45. qui est sterile et dans laquelle le 
polypeptide comprend en outre un polypeptide immunogene. 

47. Utilisation d'une composition suivant I'une quelconque des revendications 39 a 46 dans la preparation 
d'un anticorps capable de se lier audit polypeptide. 

48. Composition suivant I'une quelconque des revendications 39 a 46. dans laquelle le polypeptide est 
conjugue a un groupe detectable. 

'° 49. composition suivant la revendication 48. dans laquelle le groupe est un enzyme, un fluorophore ou un 
radioisotope. 



40 



tissus d'un animal. 
Revendications pour TEtat contractant suivant : GR 



45 



50 



2. 



55 



tide d'une sequence representee et 1) qui P^«««"*%"JJf .^^^^^^^sen^^ 
a humaine) et les figures 8 et 9 (chaTnes p humaines). 
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. ^ i<.on«i i« vecteur code pour un variant all^lique d'une chaTne a 
3 Proc4de suivant la revendication 1 . dans lequel le vecteur coae pou 
et/ou d'une chaTne 0 d'inhibine humaine ou porcine. 

, s.van. rune .-.'^frri "^^^^^^ 

, P,„c.d. .iva. ,W ,ue^n,„a des ,e«n«ca.o. pr^^de... dans ^ue, ,a es, un 

to procaryote. 

1 ^ A 6 et 7 dans lequel la cellule est une 

" 9. p™rfd« suivan, la ™.andlca,lon 4, d»,s Wuel le pr— as. p,on,o.eur »„a,. 

,0 P,oc^. sul.an, la ra«n6>oa«on 9. dans laqnal le p,on,o»u, es, un promo^u- de SV«.. 
. „. P,o.^ suivan, rune ,uelcondue des ,e.end,ea,lons p.c.den,es. dans le,uel de nn«lne perclne c 

humaine mature est recueillie. 

V o i o n.. ft a 10 dans lequel le vecteur comprend 
rat^r^^rrTrltrprTu^HL . « dm., de c«ne . 

30 mature est recueilli en I'absence de chaine a. 

itant choisies entre celles representees sur la 9u^^ ^ ^ ,,^3-,nes). et des vanants de 

porcines)Ja figure 6A (ChaTne «huma.ne)et^lesf.gure^^^^^^^^ substitution d'un polypeptide d'une 
sequence d'amino-acides engendres par '"^^^'°"' .^^^"^^^^^^ avec un polypeptide d'une 

„ desdites sequences representees. l^^Ze X^^JZeo6es anticorps engendres centre 
sequence representee, etl)qu.presentent une reactiv^ec^^^^^^^ ^^^.^^ ^^^^ ,^3 

„ P,o.d. su„an, la ,evendlca«on ^J^^^^^^'^^'^^^^^^ 
consmuSe d'une chaine . a, d'une ^^"l^'^L^ , p„„lne), la figu-e 2B (chalnea « 

,e. P,«.d. su^an, . -e.endica.on -^^r:::^ rT.::tT,:i^XZ i^Ce'? 

65 hi une glycosylation naturelle. 
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representees sur la figure 2B (chaTnes jS porcines) et les figures 8 et 9 (chaTnes j8 humaines) ou un 
variant de sequence d*amino-acides engendr^ par insertion, deletion ou substitution d'un polypeptide 
d'une desdites sequences representees, variant qui pr6sente une forte honnologie avec un polypeptide 
d'une sequence representee et 1) qui pr^sente une reactivity croisee avec des anticorps engendres 
5 contre un polypeptide d'une sequence representee ; 2) qui pr^sente une reactivity croisee avec des 
r^cepteurs de surface cellulaire pour un polypeptide de sequence representee ; ou 3) qui presente une 
activlte hornnonale similaire k celle d*un polypeptide d*une sequence representee ; dimere qui est 
depourvu de la chaTne a d'inhibine. 

10 18. Precede sulvant la revendlcation 17, dans lequel un homodimere de chaTnes j8b humaines ou porcines 
nnatures ou d'un d'un de leurs variants de sequence d'amino-acldes est recueilli. 

19. Precede suivant la revendlcation 4, dans lequel est recueilli un dimere de chaTne j8 qui est un 
heterodlmere de chaTne ;8a d'Inhibine humalne ou porcine mature avec une chaTne fie d'Inhibine ou 

75 porcine mature, lesdites chaTnes etant representees sur la figure 2B (chaTnes porcines) et les figures 

8 et 9 (chaTnes j8 humaines) ou un variant de sequence d'amino-acldes engendre par Insertion, deletion 
ou substitution d'un polypeptide d'une desdites sequences representees, variant qui presente une forte 
homologle avec un polypeptide d'une sequence representee et 1) qui presente une reactlvlte croisee 
avec des anticorps engendres contre un polypeptide d'une sequence representee ; 2) qui presente une 

20 reactivity croisee avec des recepteurs de surface cellulaire pour un polypeptide d'une sequence 
representee ; ou 3) qui presente une activlte hormonale similaire a celle d'un polypeptide d'une 
sequence representee ; dimere qui est depourvu de la chaTne a d'inhibine. 

20. ADN non chromosomique codant pour une chaTne a d'inhibine humaine ou porcine ou une chaTne j8 
25 d'inhibine humaine ou porcine, dont les sequences d'amino-acides sent representees sur la figure IB 

(chaTne a porcine, la figure 2B (chaTnes p porcines), la figure 6A (chaTne a humaine) et les figures 8 et 

9 (chaTnes humaines) ou un variant de sequence d'amino-acides engendre par Insertion, deletion ou 
substitution d'un polypeptide d'une desdites sequences representees, variant qui presente une forte 
homologle avec un polypeptide d'une sequence representee et 1) 

30 qui presente une reactivite croisee avec des anticorps engendres contre un polypeptide d'une 
sequence representee ; 2) qui presente une reactivite croisee avec des recepteurs de surface cellulaire 
pour un polypeptide d'une sequence representee ; ou 3) qui presente une actlvite hormonale similaire 
a celle d'un polypeptide d'une sequence representee. 

35 21. ADN suivant la revendlcation 20, codant pour une chaTne a d'inhibine humaine ou porcine ou une 
chaTne d'inhibine humaine ou porcine, dont la sequence d'amino-acides est representee sur la figure 
1B (chaTne a porcine), la figure 2B (chaTnes porcines), la figure 6A (chaTne a humaine) et les figures 
8 et 9 (chaTnes humaines). 

40 22. ADN suivant la revendlcation 20 ou 21, qui est depourvue de sequences non traduites intermediates. 

23. ADN suivant I'une quelconque des revendicatlons 20 a 22, qui est marque avec un groupement 
detectable. 

45 24. Vecteur replicable comprenant un ADN suivant la revendlcation 20 ou 21. 

25. Vecteur suivant la revendlcation 24, comprenant un promoteur viral lie de maniere fonctlonnelle a I'ADN 
codant pour les chaTnes a et/ou 0 d'inhibine. 

50 26. Vecteur suivant la revendlcation 24 ou 25, qui contient un ADN codant a la fois pour une chaTne a 
d'inhibine et une chaTne ^ d'inhibine. 

27. Vecteur suivant la revendlcation 24 ou 25, qui contient un ADN codant pour une chaTne d'inhibine, 
mais non pour la chaTne a d'inhibine. 

55 

28. Cellule hote transformee avec un vecteur replicable comprenant un ADN codant pour la chaTne a 
d'inhibine humaine ou porcine et/ou une chaTne d'inhibine humaine ou porcine, dont les sequences 
d'amino-acides sent representees sur la figure IB (chaTne a porcine), la figure 2B (chaTnes 0 porcines), 
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10 



15 



30, 
31 



.^ *i ft Pt 9 (chaTnes /3 humaines) ou un variant de Sequence 

,afigure6A(chaTnea huma,ne) e les f g^^^^^^ polypeptide d'une desdites 

d'amino-acides engendre par ^^''.'''^.TuZoZ homologie avec un polypeptide d'une sequence 
sequences repr6seritees.var,aritqu.pr6sente jef^^^^^^^^ ^ ^^^^^^^^^ 

representee et 1) qui presente une eact vrte cro,^e a ^^^^^.^.^^ ^^^.^^^ ^^^^ ^ 

^:Z:^^^ .^en^reprLntee : ou 3) q. P^sente une activte 
hormonale similaire ^ celle d'une sequence representee, 
cenu-e hate suivant .a revendication 28. dans '---J'^^^^^^^^^^^ 

(chaines jS humaines). 

cellule suivant la revendication 28 ou 29. qui est une cellule eucaryotlque. 

precede suivant la revendication ^ar^ ^ ^^^^^^^^^^^ 

cellulaire. depourvue de sequence de ^^^^^J^^ ° "^^^^^^^^ sur la figure 1B (a porcine) ou la 

prodomaine de chaTne a d-inh,b.ne '^"'"^^''^^ ^^X^nce ^ engendre par insertion, 

^gure 6A (chaTne a humalne) ou un J^J^^e oradomaine. variant qui presente une forte 

Jietion ou substitution d'une f ^^^^XencesC^^^ et qui presente une reactivite 

3. precede suivant la revendication 4. dans leque. la chaTne d.nhibine recuei.lie est une composition 
' "trpoCeptrde comprenant la sequence de prodomaine de chaTne d'inhiPine humaine 

83 a XBo uc figure 8), 

CQESGASLVLLG (amino-acides 188 a 230 ae 

CTSCGGFRRPEELGRVDG- 

::Lvq'c^Lqei1wp~K^ ,a.ino-aciaes 
" 198 a 241 de la figure 9), 

ou un de leurs variants de sequence d'amino-acides naturels de mammiffere ; ou 
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^« i« o^nnonr** d'amino-acides de chaTnes a mature comprenant les 
c) un polypeptide depourvu de la sequence a ammu o^iuo 

sequences de prodomaine de chatne a d'Inhibine humaine 
KVRALFLDALGPPAVTREGGDPGV ( amino -ac ides 1 ^ 24 de la figure 

Ilggpthrgsepbeeedvsqailppatdascedksaarglaqeaeeglprymfr- 

PSQHTRSRQVTSAQLWPHTGLDRQGTAASNSSEPLLGLLALSPGGPVAVPMSLGH- 
^PPHWAVLHLATSALSLLTHPVLVLLLRCPLCTCSARPEATPPLVAHTRTRPPSGGERA 



(amino-acides 32 a 199 de la figure 6) . 

ou un de leurs variants de sequence d'amino-acides naturels de mammifere. 

^° A H,r,= loniiPi la chaTne d'inhibine recueillie est une composition 

33. Precede suivant la revendication 4, dans lequel la cha>ne a mn d ^.^^^ 

acellulaire contenant un polypeptide P?'^°7"^J„^J.'^^^^^^^^ 

engendt^s centre un polypeptide d'une s4ouence reprfeentee. 

34. P,^ .uivant revendlcatien 33, dens ^ la Oetne > est ,a chaTne et ,a con,pes»on as, 
30 depourvue de sequence de chaine mature. 

35. P,c«ed. euivant ,a revendication 33, dans Wuei la cha»» « est I. chatna et ia composition est 
depourvue de sequence de chaine mature. 

. 36. Proce* suivant ia revendication 32, dans le<,uel le variant as, ^ sequence d-amincacldes porcine 
correspondante, la composition contenant hp rhaine fl* d'inhibine porcine 

a, L polypeptide "-P'-'« 

rpnrpsentee oar : des amino-acides 28 a 58 , les ammo ciuiuc;j> u , oir 9c;ft mi les 

les aminSacides 111 a 179 : les amino-acides 182 a 213 : les amino-acides 216 a 258 ou 
40 amino-acides 28 a 87 de la figure 2B ; ou comprenant les 

Sacldes 20 a M 1 ou les amino-acides 70 k 228 de ia (.gore t B. 

„ ,7. Proc^d. suivant i'une ouelconque des ,evend,ca«ons 31 . 36, dans le<,ue, le polypeptide es, non 

accompagne par une glycosylation naturelle. 
38 Proced^ suivant I'une quelconque des revendications 31 a 37. dans lequel la composition est sterile, et 
cZendTn outre le couplage du polypeptide a un polypeptide immunogene. 

" 39. Utilisation d'une composition suivant I'une quelconque des revendications 31 a 38 dans la preparation 
d'un anticorps capable de se lier au polypeptide. 

40. Proc^d* suivant rune queioonoue des re»ndica«ons 3, . 36. comprenant en outre ,a coniugaison du 
65 polypeptide a un groupe detectable. 

41. Precede suivant la revendication 40. dans lequel le groupe est un enzyme, un fluorophore ou un 
radioisotope. 
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42. Proc6d^ suivant Tune quelconque des revendications 31 k 38, 40 et 41, dans lequel la composition est 
insolubilis^e par une absorption non covalente ou une reticulation covalente k un support insoluble 
dans Teau. 

5 43. Precede suivant Tune quelconque des revendications 31 k 38 ou 40 a 41, comprenant en outre le 
melange de la composition a une matrice implantable physiologiquement acceptable pour la liberation 
controlee du polypeptide dans les tissus d'un animal. 

Revendications pour les Etats contractants suivants : AT, ES 

10 

1. Precede comprenant la culture d'une cellule hote transform^e avec un vecteur qui renferme un acide 
nucleique codant pour une chaTne a d'inhibine humaine ou porcine et/ou pour une chaTne 0 d*inhibine 
humaine ou porcine dont les sequences d'aminoacides sent representees sur la figure IB (chaTne a 
porcine), la figure 2B (chaTnes jS porcines), la figure 6A (chaTne a humaine) et les figures 8 et 9 

75 (chaTnes 0 humaines), ou un variant de sequence d'amino-acides form6 par insertion, d^l^tion ou 
substitution d'une des sequences representees, le variant etant fortement homologue avec un polypep- 
tide d'une sequence representee et 1) qui presente une activite croisee avec les anticorps engendr^s 
contre un polypeptide d'une sequence representee ; ou 2) qui presente une reactivite croisee avec des 
recepteurs de surface cellulaire pour un polypeptide d'une sequence representee ; ou 3) qui presente 

20 une activite hormonale similaire a celle d'un polypeptide d'une sequence representee. 

2. Precede suivant la revendication 1, dans lequel I'acide nucleique code pour une chaTne a d'inhibine 
humaine ou porcine et/ou une chaTne 0 d'inhibine humaine ou porcine dont les sequences d'amino- 
acides sent representees sur la figure IB (chaTne a porcine), la figure 2B (chaTnes 0 porcines), la figure 

25 6A (chaTne a humaine) et les figures 8 et 9 (chaTnes 0 humaines). 

3. Precede suivant la revendication 1, dans lequel le vecteur code pour un variant allelique de chaTne a 
et/ou de chaTne 0 d'inhibine humaine ou porcine. 

30 4. Precede suivant Tune quelconque des revendications precedentes, dans lequel I'acide nucleique 
codant pour la chaTne a et/ou la chaTne d'inhibine est lie de maniere fonctionnelle a un promoteur 
reconnu par la cellule hote, et comprenant Tetape suppl^mentaire de separation de la chaTne a 
d'inhibine, de la chaTne 0 d'inhibine, de Tinhibine ou d'un dimere de chaTne du milieu de culture. 

35 5. Precede suivant Tune quelconque des revendications precedentes, dans lequel la cellule est un 
procaryote. 

6. Precede suivant I'une quelconque des revendications precedentes, dans lequel le vecteur comprend un 
acide nucleique codant pour la forme pre-pro d'une chaTne a d'inhibine ou d'une chaTne fi d'inhibine. 

40 

7. Precede suivant la revendication 6, dans lequel le vecteur comprend un acide nucleique codant pour 
les formes pre-pro de la chaTne a d'inhibine et d'une chaTne 0 d'inhibine. 

8. Procede suivant Tune quelconque des revendications 1 a 4, 6 et 7, dans lequel la cellule est une 
45 cellule provenant d'un organisme pluricellulaire et une inhibine douee d'activite hormonale est produite. 

9. Precede suivant la revendication 4, dans lequel le promoteur est un promoteur viral. 

10. Precede suivant la revendication 9, dans lequel le promoteur est un promoteur de SV40. 

50 

11. Precede suivant I'une quelconque des revendications precedentes. dans lequel une inhibine porcine 
humaine mature est recueillie. 

12. Precede suivant I'une quelconque des revendications 1 a 5 ou 8 a 10, dans lequel le vecteur comprend 
55 un acide nucleique codant pour la forme pr^-pro d'une chaTne d'inhibine et un dimere de chaTne 

mature est recueilli en Tabsence de chaTne a. 
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10 



15 



20 



13. Proc^de suivant la revend.cat<on 8 ^ans le milieu de culture, 
pr^sente a une concentration supeneure ^ environ 2U ng/m 

. . A . i»n..Pl I'inhibine est une inhibine humaine ou porcine 

14. Proc6d6 suivant la revendicat.on ^- ^5"^ '^^^ ~es d'amino-acides desdites chatnes a et ^ 
constituee d'une chaTne a et d'une Jf'"" ^. '^^^^^"^^ (^haTne « porcine), la figure 2B (chatnes ^ 
etant choisies entre celies representees sur QureJ^ ^ g .^^3 ^ Surnames), et les variants de 
porcines)Ja figure 6A (ChaTne a humame).etles f^^^ i ^.^^ polypeptide d'une 
^quence d-amino-acides engendr^s '"^^f forte horr^ologie avec un polypeptide 
desdites sequences representees, vanan ts P^^^""!^;,^,^^ ^^jg^e avec des anticorps engendres 
d-une sequence representee et 1) qu. P^^sentent une reac .vi e c ^^^.^^ ^^^^ 

centre un polypeptide d'une sequence ^«P;^f "^Vd^rie e^^^^^^^^^^ = 3) qui pr^sentent 

recepteurs de surface cellulaire r^"" ^^^'XepSde d^^^^^^^^^^^ representee ; composition qu. 

TsftS:^^^^^^^^^^^^^ 

IS. precede suivant la revendication - -;-eM^^^^^^^^^^^ ^r:ac;^^^^^^^^^^^^ 

constituee d'une chaTne a et a porcine), la figure 2B (chaTnes ^ 

1, precede suivant la revendication 4. dans ^Ze'^^l 

^:^J^:^^^^ ^ ^^^^^^ 

a une glycosylation naturelle. 

homodimere de chaTne /3a ou ^ ^"J"^' , ° fi^^res 8 et 9 (chaTnes ^humaines) ou un 
Representees sur la figure 2B substitution d'un polypeptide 

variant de sequence d'amino-ac.des engendre pa -nsertion^ ^^^^ polypept.de 

„ d-une desdites sequences representees. f ^^^^^^^^^^^^ avec des anticorps engendres 
d-une sequence representee et 1) qu. P^e ^ntej^ ^^^Tpresente une reactivite croisee avec des 
centre un polypeptide d'une sequence '^P^^Se de sequence represente ; ou 3) qui presents une 

,5 depourvu de la chaTne a d'inh.b.ne. 

ou porcine mature, lesdites cha.nes ^ta"t presentee su^^^^ Jaminoacides engendre par insertion, 
figures 8 et 9 (chaTnes ^ huma.nes) ou "VrSlsd'tes sequences representees, variant qui presents 
deletion ou substitution d'un PoiVPepX^ 6^e <'^^J'^'^;%^^,,,,1, presente une reactivite 
une forte homologie avec un P^'VP^P^f '^^poLVpTde d'une sequence representee : 2) qu. 

- .0. precede de production d'un AON non — -^^^^^^^^^^^ CSerp::;re^ 
porcine ou une chaTne 0 d'inhib.ne ^j^^^ °"/°^2e ^^^^^^ et les figures 8 et 9 (chaTnes ^ 
la figure 28 (chaTnes ^ porcines). la ''9^;^. ^'^^^^^^^^^^ pj insertion, deletion ou substitut.on 

humaines) ou un variant de sequence l^^'^"^;"^^;^^^^^ qui presente une forte homolog.e 

d'un polypeptide d'une desd.tes s«^"«"^!%^„"X eMraui presente une reactivite croisee avec des 
avec un polypeptide d'une sequence ;^P:7;;f3,;VeLe e^^^^^^^^^^ ■■ 2) P^^^-"^« ""^ 
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qui presente une activite hormonale similaire a celle d'un polypeptide d'une sequence representee. 
proc§d6 comprenant une synthase chlmique, une selection d'ARNm d'ovaires ou une selection de 
banques genomiques de n'innporte quelle cellule. 

5 21. Proc^d^ suivant la revendicatlon 20, dans lequel I'ADN code pour une chaTne a d'inhibine humaine ou 
porcine ou une chaTne fi d'inhibine hunnaine ou porcine dont la sequence d'anriino-acides est 
representee sur la figure 1B (chaTne a porcine), la figure 2B (chaTnes p porcine), la figure 6A (chaTne a 
humaine) ou la figure 8 ou 9 (chaTnes humaines). 

10 22. Precede suivant la revendicatlon 20 ou 21, dans lequel I'ADN non chromosomique est depourvu de 
sequences non traduites internnediaires. 

23. Precede suivant Tune quelconque des revendications 1 a 22, comprenant en outre retape de marquage 
de TADN non chromosomique avec un groupement detectable. 

15 

24. Precede de production d'un vecteur repllcable, precede comprenant insertion d*un ADN suivant la 
revendicatlon 20 ou 21 dans un vecteur de clonage. 

25. Precede suivant la revendicatlon 24, dans lequel TADN est insere dans un vecteur qui possede un 
20 promoteur viral lie de manlere fonctionnelle a I'ADN codant pour la chaTne a et/ou la chaTne p 

d'inhibine afin de produire ainsi un vecteur d'expression. 

26. Precede suivant la revendicatlon 24 ou 25, dans lequel un ADN codant a la fois pour une chaTne a 
d'inhibine et une chaTne 0 d'inhibine est inseree dans le vecteur. 

25 

27. Precede suivant la revendicatlon 24 ou 25, dans lequel un ADN codant pour une chaTne 0 d'inhibine 
mais non pour la chaTne a d'inhibine est Insere dans le vecteur. 

28. Cellule hote transformee avec un vecteur repllcable comprenant un ADN codant pour la chaTne a 
30 d'inhibine humaine ou porcine et/ou une chaTne d'inhibine dont les sequences d'amino-acides sent 

representees sur la figure 1B (chaTne a porcine), la figure 28 (chaTnes 0 porcines), la figure 6A (chaTne 
a humaine) et les figures 8 et 9 (chaTnes p humaines) ou un variant de sequence d'amino-acides 
engendre par insertion, deletion ou substitution d'un polypeptide d'une desdites sequences represen- 
tees, variant qui presente une forte homologie avec un polypeptide d'une sequence representee et 1) 
35 qui presente une reactivite croisee avec des antlcorps engendres centre un polypeptide d'une 
sequence representee ; 2) qui presente une reactivite croisee avec des recepteurs de surface cellulaire 
pour un polypeptide de sequence representee ; ou 3) qui presente une activite hormonale similaire a 
celle d'un polypeptide d'une sequence representee. 

40 29. Cellule hote suivant la revendicatlon 28, dans laquelle I'ADN code pour une chaTne a d'inhibine et/ou 
une chaTne d'inhibine humaine ou porcine, dont les sequences d'amino-acides sent representees sur 
la figure IB (chaTne a porcine), la figure 2B (chaTnes j8 porcines). la figure 6A (chaTne a humaine) et les 
figures 8 et 9 (chaTnes 0 humaines). 

45 30. Cellule suivant la revendicatlon 28 ou 29, qui est une cellule eucaryotique. 

31- Precede suivant la revendicatioin 4, dans lequel la chaTne inhibine recueillie est une composition 
acellulaire depourvue de sequences de chaTne a mature, contenant une sequence polypeptidique de 
prodomaine de chaTne a d'inhine humaine ou porcine representee sur la figure IB (chaTne a porcine) 
50 ou la figure 6A (chaTne a humaine) ou un variant de sequence d'amino-acides d'une desdites 
sequences de prodomaine, variant qui presente une forte homologie avec un polypeptide d'une 
desdites sequences et qui presente une reactivite croisee avec des anticorps engendres centre un 
polypeptide d'une sequence representee. 

55 32. Precede suivant la revendicatioin 4, dans lequel la chaTne d'inhibine recueillie est une composition 
acellulaire contenant 
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nmdomaine de chaihe d'inhibine humaine 
a) un polypeptide comprenant la sequence de prodomame 

5 de la figure 8), f"'"'^ re B) , 

(aminoacides 44 a 80 de ' g^vERAEVULFLKVPRAM- 

'° acides 83 » 185 de la figure 8) , SCTW ^ 
IRCEQCQESGASLVLU3 (amino-acxdes 188 

CTSCGGFRRPEELGRVD - 

GOERVSEIISFAETDGLASSRVRLYFl: 

LEKGS * de la figure 3), 



198 a 241 de la figure 9), 

e 1 a 24 de la figure 

(a^n^acides 32 i 199 la figure 6, , 

» „ ae ,ou,s va,« de ^ ^a^-ca. de — . 

P .d. — ,a —on 4, dan. ,e,ne, ,a -/-J^r^inS* ^r^^^^^^^^^^ 

^Hi::e^?crx:r;^^^^^^^ 

" nTanaST* eSfluence d'amino-acides engendre pa ^ „„„ok>9le avec un 

"d:.^ e:X«-;,,pep,,d,*,s^^^ c,.s.e a.eo des antlccps 



50 

33. 

56 
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34. Precede suivant la revendication 33. dans lequel la chatne , est la chaTne et la composition est 
depourvue de sequence de chaTne qa mature. 

35. Precede suivant la revendication 33. dans lequel la chaTne , est la chatne et la composition est 
5 depourvue de sequence de chaTne mature. 

36. Precede suivant la revendication 32, dans lequel le variant est la sequence d-amino-acides porcine 
correspondante, la composition contenant : „^„„ainp rip rhaine d'inhibine porcine 

amino-acides 20 & 54 ; ou les amino-acides 70 & 228 de la figure 1B. 

37. Precede suivant I'une quelconque des revendications 31 . 36. dans lequel le polypeptide est non 
accompagne par une glycosylation naturelle. 

.0 38 Precede suivant Tune quelconque des revendications 31 a 37. dans lequel la composition est sterile, et 
" cZenanTen outre le couplage du polypeptide a un polypeptide immunogene. 

39. Utilisation d'une composition suivant Tune quelconque des revendications 31 . 38 dans la preparation 
d'un anticorps capable de se lier au polypeptide. 
" 40. Proc.de suivant Tune quelconque des revendications 31 a 38. comprenant en outre la conjugaison du 
polypeptide a un groupe detectable. 
41. Proced. suivant la revendication 40. dans lequel le groupe est un enzyme, un lluorophere ou un 
30 radioisotope. 



dans I'eau. 



35 



controlee du polypeptide dans les tissus d'un animal. 
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Beschreibung 

Amantadin ist ein Virusstatikum sowie ein Anti- 
Parkinsonmittel. 

Die chemische Bezeichnung ist 1-Amino-adamantan. 

Seiegilin ist ein Antidepressivum sowie ein Appe- 
titzugier. Die cliemische Bezeiclinung ist N-(2- 
Phenylisopropyl)-N-methyl-N-propin-{2)-yl-amin. 

Es wurde nun gefunden. daB die Wirkung des 
Amantadins und seiner Saize Qberraschenderweise 
durch Kombination mit Seiegilin Oder Salzen des Se- 
legilins synergistisch gesteigert wird. 

Aufgabe der Erfindung ist die Bereitstellung ei- 
nes verbesserten Arzneimittels zur Beliandlung 
des Parkinsonismus. 

Die Erfindung betrifft die Kombination der Wirk- 
stoffe Amantadin und Seiegilin, wobei diese Wirk- 
stoffe auch in Form ilirer SaIze mit physiologiscli 
unbedenkiichen Sauren vorliegen konnen. Die in 
der Beschreibung und in den Patentanspruchen an- 
gegebenen Gewichtsmengen beziehungsweise Ge- 
wichtsteile beziehen sich jeweils auf die reinen 
Wirkstoffe, das heiBt nicht auf SaIze dieser Wirk- 
stoffe, 

Amantadin und Seiegilin werden vorzugsweise 
als Saureadditionssaize venvendet, wobei insbe- 
sondere die SaIze mit Halogenwasserstoffsauren 
(zum Beispiel das Hydrochlorid) Oder organischen 
Sauren (zum Beispiel das Citrat) in Frage kommen. 

Die erfindungsgemaBe Kombination zeigt bei- 
spielsweise be! der Parkinsonschen Krankheit ei- 
nen uberraschenden Synergismus der Wirkung. die 
gegenuber der Wirkung des reinen Amantadins syn- 
ergistiscfi gesteigert ist. Das Seiegilin allein besitzt 
demgegenuber nahezu keine Antiparkinsonwirkung. 

Als Versuchsmodell fur eine Antiparkinson-Wir- 
kung kann zum Beispiel folgendes in Frage kommen: 

Tierversuche: 

Die Substanzen, die als Antiparkinsonmittel in 
Frage kommen, werden anhand der Erhohung der 
Dopamin-Konzentration beziehungsweise des 
Dopamin-Umsatzes (zum Beispiel Dopamin zu 
DOPAC = 3,4-DihydroxyphenyIessigsaure bezie- 
hungsweise Dopamin zu Homovanillinsaure = 3-Me- 
thoxy-4-hydroxyphenylessigsaure) im Striatum 
(Gehirnbereich im extrapyramidaien motorischen Sy- 
stem; Bezeichnung fur einen Teil der basalen 
Stammganglien) von mongolischen Springmausen 
uberpruft. Die praparierten Striatumproben werden 
auf Dopamin mittels Hochdruckflussigkeitschroma- 
tographie (HPLC-ESA-ECD; siehe Felice et al. J.. 
Neurochemlstry 31 (1 978) Seite 1 461 ) und auf Homo- 
vanillinsaure und DOPAC mittels Hochdruckflus- 
sigkeitschromatographie (HPLC-BAS-ECD; siehe 
Sperk, J. Neurochemlstry 38 (1982) Seite 840) ana- 
lysiert. Dabei werden Versuchstiere beiderlei Ge- 
schlechts ausgewahit mit einem Gewicht von 70 - 80 

g. 

Die Substanzen werden den Tieren intraperitoneal 
(in die Bauchhohie) in Konzentrationen von 0,8 - 
200 mg Selegininhydrochlorid pro ml beziehungswei- 
se 3 - 40 mg Amantadinhydrochiorid pro ml injiziert. 
Gruppen von jeweils 5 Mausen erhalten jeweils 



Amantadindosen von 0,5 - 400 mg/kg, beispielswei- 
se 1 - 100 mg/kg und Selegiiindosen von 0,04 - 200 
mg/kg. beispielsweise 0,1 - 50 mg/kg zur Ermittlung 
der ED 50-Werte. 

5 Fur die Ermittlung des synergistlschen Effektes 
werden jeweils verschiedene Bruchteile bezie- 
hungsweise Vielfache (zum Beispiel vom 0,01 -fa- 
Chen bis zum 2-fachen) der Selegilin-ED 50-Dosis 
kombiniert. Zu verschiedenen Zeiten (beispiels- 

10 weise nach 0,5 - 6 Stunden) nach Appllkation der 
Einzelsubstanzen beziehungsweise der Kombina- 
tion der Einzelsubstanzen werden die Tiere getdtet 
und die Striatum-Proben entnommen. 
Mittels HPLC wird der Gehalt der homogenisier- 

15 ten Proben an Dopamin, DOPAC und Homovanillin- 
saure bestimmt. 

Ein synergistischer Effekt kann sich dadurch 
zeigen, daB die Werte fOr Dopamin, DOPAC und 
Homovanillinsaure gegenuber den Werten bei Gabe 

20 der Einzelsubstanzen erhoht sind. 



Untersuchungsmethodik am Menschen: 

g- Der Effekt der Antiparkinson-Wirkung wird bei- 
spielsweise nach Webster, D.D., f^ed. Treat. 
(N.Y.) 5, 257 - 282 (1968) festgestellt. Hierbei wer- 
den nach Applikation der Monosubstanz Amantadin 
beziehungsweise der Kombination die verschiede- 
nen Symptome zugeordnet und gewichtet: 

1 . verlangsamte Motorik der Hande 

2. Rigor (Erhohung des Muskeltonus) 

3. vomubergebeugte Haltung 

„c 4. Mitschwingen der oberen Extremitaten 

5. Gang 

6. Tremor (Zittern) 

7. Gesichtsausdruck 

8. Seborrhoe 

9. Sprache 

10. Selbstandigkeit. 

Eine Antiparkinson-Wirkung ist dann vorhanden, 
wenn die Summe der sich aus der Webster-Skala er- 
g gebenen Werte (der sogenannte disability-score) 
gegenuber dem Ausgangswert ohne Medikation er- 
niedrigt ist (< 30). Der synergistische Effekt der 
Kombination ergibt sich dadurch, daB bei zusatzli- 
cher Venvendung von Seiegilin die Summe des disa- 

gQ bility-scores gegenuber derjenigen. die bei aileini- 
ger Anwendung von Amantadin erreicht wurde, 
niedriger ist und/oder die Dauer der Wirksamkeit 
des Amantadins verlangert wird. 
Die synergistische Wirkungssteigerung am h/Ien- 

gg schen ist besonders ausgepragt, wenn in der Kombi- 
nation mindestens 20 mg Amantadin und mindestens 
1 mg Seiegilin vorliegen. 

Synergistischer Effekt bei der Anwendung der er- 
60 findungsgemaBen Kombination in den Fruhstadien 
des Morbus Parkinsons: 

Eine mdglichst frOhzeitige Verabreichung des 
Monoaminoxidase-B-Hemmers Seiegilin ist aus 
65 Grunden der Progressionshemmung der Erkran- 
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kung sinnvoll. Da Selegilin allein Keine ausreichen- 
de Wirkung in Bezug auf Besserung der Parkinson- 
Symptomatik aufweist, zeigt sich uberraschend, 
daB nach gleichzeitiger Gabe von Amantadin des- 
sen Wirksamkeit synergistisch gesteigert wird 
(Erniedrigung des Webster-Sunnmen-course). Da- 
mit wird dem Patienten erstmals eine Therapiemog- 
lichkeit in der Fruhphase seiner Erkrankung eroff- 
net, die das Fortschreiten des Morbus Parkinsons 
verlangsamt, die Gesamtsymptomatik zufriedenstel- 
lend bessert und glelchzeitig die Nebenwirkungsra- 
te erstaunlich gering halt. 

Synergistisclier Effekt der erfindungsgemaBen 
Kombination bei krisenhaften Verschtlecliterungen 
des Morbus Parkinsons: 

Die reiativ iangsam einsetzende Besserung der 
akinetischen Krise nach intravenoser Gabe von 
Amantadin konnte Dberraschend durch Zugabe von 
Selegilin beschleunigt werden. Die danach beo- 
bachtete Wirkung ist ausgepragter und langer an- 
haltend als nach alleiniger Gabe der Einzelkom- 
ponenten. 

Fur die erfindungsgemaBen Kombinationen kom- 
men zum Beispiel folgende tndikationen in Betracht: 
Morbus Parkinson in alien Krankheitsstadien, De- 
pressionen, Narkolepsie, Hirnorganisches Psy- 
chosyndrom. 

Die Tagesdosen der erfindungsgemaBen Kombi- 
nation bestehen zum Beispiel aus 20 bis 4000 mg, 
vorzugsweise 50 bis 3000 mg und insbesondere 1 00 
bis 2000 mg Amantadin und 1 bis 250 mg, vorzugs- 
weise 3 bis 200 mg, insbesondere 4 bis 150 mg Sele- 
gilin. 

Die Tagesdosen konnen in Form einer einmaiigen 
Verabreichung der gesamten Menge oder in Form 
von 1 bis 5, insbesondere 1 bis 4 Teildosen pro Tag 
eingesetzt werden. Im aligemeinen ist eine Verabrei- 
chung 1 bis 3 mat, insbesondere 1 bis 2 mat taglich be- 
vorzugt. Beispieisweise betragt die bevorzugte Do- 
sis fur die Kombination von Amantadin und Selegilin 
vorzugsweise 100 bis 400 mg Amantadin und 4 bis 
30 mg Selegilin 1 bis 3 mai taglich. Insbesondere be- 
tragt dtese Dosis etwa 250 mg Amantadin und etwa 
10 mg Selegilin 1 bis 3 mal taglich. 

Amantadin und Selegilin liegen in einer Dosie- 
rungseinheit beispieisweise in folgendem Gewtchts- 
verhaltnis vor: 

1 Gewichtsteil Selegilin wird zum Beispiel mit 0,4 - 
800 Gewichtsteilen Amantadin, vorzugsweise 1 Ge- 
wichtsteil Selegilin mit 1,2 - 200 Gewichtsteilen 
Amantadin, insbesondere 1 Gewichtsteil Selegilin mit 
3,3 - 100 Gewichtsteilen Amantadin kombiniert. 

Beispieisweise lassen sich fur die Kombination 
20 - 800 mg Amantadin und 1 - 50 mg Selegilin, vor- 
zugsweise 50 - 600 mg Amantadin und 3 - 40 mg Se- 
legilin, insbesondere 100 - 400 mg Amantadin und 4 - 
30 mg Selegilin, speziell 200 - 300 mg Amantadin 
und 5 - 15 mg Selegilin leicht zum Arzneimittel fomau- 
lieren. 

Diese zuvor angegebenen Gewichtsmengen gel- 
ten nur fur homogene Mischungen von Amantadin 
und Selegilin (zum Beispiel Suppositorien oder Ein- 
schichttablette). Bei anderen Formulierungen, zum 



Beispiel Kapsein und Zweischichttabletlen, k5nnen 
die Komponenten natOrllch auch in anderen Ge- 
wichtsmengen zusammen kombiniert werden. 
Die Dosierungseinheit der erfindungsgemaBen 
5 Kombination kann beispieisweise enthalten: 

a) Bei peroralen Arzneiformen: 
20 - 800 mg Amantadin, vorzugsweise 50 - 600 mg. 
insbesondere 100 - 400 mg Amantadin und 1 - 50 mg, 
10 vorzugsweise 3 - 40 mg, insbesondere 4 - 30 mg 
Selegilin. 

Diese Dosen konnen beispieisweise 1 bis 5, vor- 
zugsweise 1 bis 4, insbesondere 1 bis 3 mal taglich 
verabreicht werden. 
15 b) Bei parenteralen Arzneiformen (zum Beispiel 
intravends, intramuskular): 

20 - 800 mg Amantadin. vorzugsweise 50 - 600 mg, 
insbesondere 1 00 - 400 mg Amantadin und 1 - 50 mg, 
vorzugsweise 3-40 mg, insbesondere 4 - 30 mg 
20 Selegilin. 

Diese Dosen konnen beispieisweise 1 bis 5, vor- 
zugsweise 1 bis 4, insbesondere 1 bis 3 mal taglich 
verabreicht werden. 

c) Bei Arzneiformen zur rektalen oder vaginalen 
25 Applikation: 

20 - 800 mg Amantadin, vorzugsweise 50 - 600 mg, 
insbesondere 100 - 400 mg Amantadin und 1 - 50 mg, 
vorzugsweise 3-40 mg, insbesondere 4 - 30 mg 
Selegilin. 

30 Diese Dosen konnen beispieisweise 1 bis 5, vor- 
zugsweise 1 bis 4, insbesondere 1 bis 3 mal taglich 
verabreicht werden. 

d) Bei Arzneiformen zur Applikation auf die Haut 
und Schleimhaute (zum Beispiel als L5sungen, Lotio- 

35 nen, Emulsionen. Salben, Pflaster und so weiter): 
20 - 800 mg Amantadin. vorzugsweise 50 - 600 mg, 
insbesondere 100 - 400 mg Amantadin und 1 - 50 mg, 
vorzugsweise 3 - 40 mg, insbesondere 4 - 30 mg 
Selegilin. 

40 Diese Dosen konnen beispieisweise 1 bis 5, vor- 
zugsweise 1 bis 4, insbesondere 1 bis 3 mal taglich 
verabreicht werden. 

Selbstverstandlich konnen auch galenische Zu- 
45 bereitungen hergestellt werden, welche die oben an- 
gegebenen Dosierungseinheiten 2 bis beispieiswei- 
se 6 mal enthalten. 

Die oben angegebenen Dosen und Gewichtsteile, 
die sich auf die Anwendung am Menschen bezie- 
50 hen, sind jeweils bezogen auf die freien Basen. 

Die akute Toxizitat der erfindungsgemaBen Kom- 
bination an der Maus (ausgedruckt durch die LD 50 
mg/kg; Methode: Litchfield und Wilcoxon, J. Phar- 
macol. Exper. Ther. 95 : 99, 1959) liegt beispielswel- 
55 se fur die Kombination Amantadin (HCI-Salz) und 
Selegilin (HCl-Salz) (Gewichtsverhaltnis 10 : 1) bei 
oraler Applikation zwischen 600 - 700 mg/kg. 

Die erfindungsgemaBe Kombination ist zur Her- 
steliung pharmazeutischer Zusammensetzungen 
60 und Zubereitungen geeignet. Die pharmazeutischen 
Zusammensetzungen beziehungsweise Arzneimittel 
enthalten als Wirkstoff die erfindungsgemaBe Kom- 
bination in einer Formulierung. Die Einzelwirkstoffe 
der Kombination konnen aber auch in jeweils ge- 
es trennten Formulierungen vorliegen, wobei die be- 
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reits angegebenen Wirkstoffmengen jeweils fur die 
betreffende Dosierungseinheit verwendet werden. 
Die Wirkstoffe beziehungsweise Wirkstoffkombi- 
nation iiegen gegebenenfalis in Mischung mit ande- 
ren pharmakologisch beziehungsweise pharmazeu- 
tisch wirksamen Stoffen vor. 

Die Hersteilung der Arzneimittel erfolgt in be- 
kannter Weise, wobei die bekannten und Oblichen 
pliarmazeutischen Hilfsstoffe sowie sonstige ubli- 
che Trager- und Verdunnungsmitte! verwendet wer- 
den k5nnen. 

Ais derartige Trager- und Hilfsstoffe kommen zum 
Beispiel solctie Stoffe in Frage, die in folgenden Li- 
teratursteilen als Hilfsstoffe fur Pharmazie, Kos- 
metik und angrenzende Gebiete empfohlen bezie- 
hungsweise angegeben sind: Ullmanns Encyklopa- 
die der technischen Chemie, Band 4 (1953), Seite 1 
bis 39; Journal of Pharmaceutical Sciences, Band 
52 (1963), Seite 918 u.ff.. 

H.v.Czetsch-Undenwald, Hilfsstoffe fOr Pharma- 
zie und angrenzende Gebiete; Pharm. Ind., Heft 2, 
1961, Seite 72 u.ff.; Dr. H. P. Fiedler, Lexikon der 
Hilfsstoffe fur Phamnazie, Kosmetik und angren- 
zende Gebiete Cantor KG, Aulendorf in Wurttem- 
berg 1981. 

Beispiele hierfur sind Gelatine, naturliche Zucker 
wle Rohrzucker oder Milchzucker, Lecithin, Pektin, 
Starke (zum Beispiei Maisstarke), Cyclodextrine 
und Cyclodextrinderivate, Polyvinylpyrrolidon. Ge- 
latine, Gummi arabicum, Alginsaure, Tylose, Talkum, 
Lycopodium, Kieselsaure (zum Beispiel kolioidale). 
Cellulose, Cellulosederivate (zum Beispiel Cellulo- 
seether, bei denen die Cellulose-Hydroxygruppen 
teilweise mit niederen gesSttigten aliphatischen Al- 
koholen und/oder niederen gesattigten aliphati- 
schen Oxyaikohoien verethert sind. zum Beispiel 
Methyloxypropylcellulose. Methylcellulose, Hy- 
droxypropylmethylcellulose, Hydroxypropylmethyl- 
cellulosephthalat), Stearate, Magnesium- und Cal- 
ciumsalze von Fettsauren mit 12 bis 22 C-Atomen. 
insbesondere der gesattigten (zum Beispiel Steara- 
te), Emuigatoren, Ole und Fette. insbesondere 
pflanzliche (zum Beispiel Erdnussdl, Rhizinusol, 
Olivenol, Sesamol, Baumwollsaatol, Maisol, Weizen- 
keimol, Sonnenblumen samenol, Kabeljau-Leber5l, 
f^Aono-, Di- und Triglyceride von gesattigten Fett- 
sauren Ci2H2402 bis CiBHaeOg und deren Ge- 
mische), pharmazeutisch vertragiiche ein- Oder 
mehrwertige Alkohole und Polyglykole wie Poly- 
ethylengtykole sowie Derivate hiervon. Ester von 
aliphatischen gesattigten Oder ungesattigten Fett- 
sauren (2 bis 22 C-Atome, insbesondere 10 bis 18 
C-Atome) mit einwertigen aliphatischen Alkohoien (1 
bis 20 C-Atome) oder mehnwertigen Alkohoien wie 
Glykolen, Glycerin, Diethylenglykol, Pentaerythrit. 
Sorbit Oder Mannit, die gegebenenfalis auch ver- 
ethert sein konnen, Ester der Citronensaure mit pri- 
maren Alkohoien und Essigsaure, Benzylbenzoat, 
Dioxolane, Glyzerinformale, Tetrahydrofurfurylal- 
kohol, Polyglykolether mit Ci-Cig-Alkoholen, 
Dimethyiacetamid, Lactamide, Lactate. Ethylcarbo- 
nate. Silicone (insbesondere mitteiviskose Polydi- 
methylsiloxane), Caiciumcarbonat. Natriumcarbo- 
nat, Calciumphosphat. Natriumphosphat und Ma- 
gnesiumcarbonat. 



Als weitere Hilfsstoffe kommen auch Stoffe in 
Frage, die den Zerfall bewirken (sogenannte 
Sprengmittel) wie: 

quervernetztes Polyvinylpyrrolidon, Natrium- 

5 carboxymethylst&rke, Natrlumcarboxymethylcellulo- 
se Oder mikrokristalline Cellulose. Ebenfalls kSnnen 
bekannte Hullstoffe venwendet werden wie zum Bei- 
spiel PolyacrylsSureester oder Celluloseether. 
Zur Hersteilung von L6sungen kommen beispiels- 

10 weise Wasser oder physiologisch vertrSgliche or- 
ganische Losungsmittel in Frage, wie zum Beispiel 
Ethanol, 1,2-Propylengiykol, Polyglykole und deren 
Derivate, Dimethylsulfoxyd, Fettalkohole, Triglyce- 
ride, Partialester des Glycerins und Paraffine. FOr 

15 injizierbare Losungen oder Suspensionen kommen 
zum Beispiel nicht-toxische parenteral vertrSgliche 
Verdunnungsmittel oder LSsungsmittel in Frage, wie 
zum Beispiel: Wasser, 1 ,3-Butandiol, Ethanol, 1,2- 
Propylenglykol, Polyglykole in Mischung mit Was- 

20 ser, Ringer's L6sung, isotonische Kochsalzldsung 
Oder auch gehartete Ole einschlieBlich syntheti- 
scher Mono- oder Diglyceride oder Fettsauren wie 
Oleinsaure. 

Bei der Hersteilung der Zubereitungen konnen 

25 bekannte und ubiiche Losungsvermittler, bezie- 
hungsweise Emuigatoren, venwendet werden. Als 
Losungsvermittler und Emuigatoren kommen bei- 
spielsweise in Frage: Polyvinylpyrrolidon, Sorbitan- 
fettsaureester wie Sorbitantrioleat, Phosphatide. 

30 wie Lecithin, Acacia, Traganth, poiyoxyethyliertes 
Sorbitanmonooleat und andere ethoxylierte Fettsau- 
reester des Sorbitan, polyoxyethylierte Fette, po- 
iyoxyethylierte Oleotriglyceride, linolisierte 
Oleotriglyceride, Polyethylenoxyd-Kondensations- 

35 produkte von Fettalkoholen, Alkylphenolen oder 
Fettsauren oder auch 1-Methyl-3-(2-hydroxyethyl)- 
imidazolidon-(2). Polyoxyethyliert bedeutet hierbei, 
daB die betreffenden Stoffe Polyoxyethyienketten 
enthalten, deren Polymerisationsgrad im allgemei- 

40 nen zwischen 2 bis 40 und insbesondere zwischen 
10 bis 20 liegt 

Solche polyoxyethylierte Stoffe konnen beispiels- 
weise durch Umsetzung von hydroxylgruppenhalti- 
gen Verbindungen (beispielsweise Mono- oder 

45 Diglyceride oder ungesattigte Verbindungen wie 
zum Beispiel solchen, die Olsaurereste enthalten) 
mit Ethylenoxyd erhalten werden (zum Beispiel 40 
Mol Ethylenoxyd pro Mol Glycerid). 
Beispiele fur Oleotriglyceride sind Olivenol, Erd- 

50 nussol, Rhizinusdl, Sesamol, Baumwollsaatol, Mais- 
ol. 

Siehe auch Dr. H.P. Fiedler "Lexikon der Hilfsstof- 
fe fiir Pharmazie, Kosmetik und angrenzende Ge- 
biete" 1971. S. 191-195. 

55 

Daruberhinaus ist der Zusatz von Konservie- 
mngsmitteln, Stabilisatoren, Puffersubstanzen, 
zum Beispiei Calciumhydrogenphosphat, kolloidales 
Aluminiumhydroxyd. Geschmackskorrigentien. SuB- 

60 mitteln. Farbstoffen, Antioxydantien und Komplex- 
bildnern (zum Beispiel Ethylendiaminotetraessigsau- 
re) moglich. Gegebenenfalis ist zur Stabilisierung 
des Wirkstoffmolekuls mit physiologisch vertragli- 
chen Sauren oder Puffern auf einen pH-Bereich 

65 von ca. 3 bis 7 einzustellen. Im allgemeinen wird ein 



4 



7 



EP 0 241 809 B1 



8 



moglichst neutraler bis schwach saurer {bis pH 5) 
pH-Wert bevorzugt. 

Als Antioxydantien kommen beispielsweise Natri- 
ummetabisulfil, AscorbinsSure, Galiussaure, Gal- 
lussaure-alkylester, Butylhydroxyanlsol, Nordihy- 5 
droguajarets&ure, Tocopherole sowie Tocopherole 
+ Synergisten (Stoffe, die Schwermetalle durcli 
Komplexbildung binden, beispielsweise Lecithin, As- 
corbins&ure, Phosphorsaure) zur Anwendung. Der 
Zusatz der Synergisten steigert die antioxygene 10 
Wirkung der Tocopherole erheblich. 
Als Konservierungsmitte! kommen beispielsweise 
Sorbinsaure, p-Hydroxybenzoesaureester (zum 
Beispiel Niederalkylester), Benzoesaure, Natrium- 
benzoat, Trichlorisobutylalkohol, Phenol, Kresol, 15 
Benzethoniumchlorid und Formalinderivate in Be- 
tracht. 

Die pharmazeutische und galenische Handha- 
bung der Wirkstoffe erfolgt nach den Oblichen 
Standardmethoden. Beispielsweise werden Wirk- 20 
stoff{e) und Hilfs- beziehungsweise Tragerstoffe 
durch RDhren oder Homogenisieren (zum Beispiel 
mittels Gblicher Mischgerate) gut vermischt, wobei 
im allgemeinen bei Temperaturen zwischen 20 und 
80** C. vorzugsweise 20 bis 50° C, insbesondere 25 
bei Raumtemperatur gearbeitet wird. Im Qbrigen wird 
auf das folgende Standardwerk verwiesen: 
Sucker, Fuchs, Speiser, Pharmazeutische Techno- 
logie, Thieme-Verlag Stuttgart, 1978. 

Die Applikation kann auf die Haut oder Schieim- 30 
haut Oder in das Korperinnere erfolgen, beispiels- 
weise oral, peroral, enteral, pulmonal, rectal, nasal, 
vaginal, lingual, intravenos, intraarteriell, intrakar- 
dial, intramuskular, intraperitoneal, intracutan, sub- 
cutan. Bei den parenteralen Zubereitungsformen 35 
handelt es sich insbesondere um sterile beziehungs- 
weise sterilislerte Erzeugnisse. 

Die erfindungsgemaBe Kombination kann auch als 
ein Erzeugnis vorliegen, bei dem jeweils die beiden 
Einzelwirkstoffe in getrennten Formulierungen vor- 40 
tiegen, so da 6 auch eine getrennte oder auch zeit- 
lich abgestufte Verabreichung moglich ist. 

Falls solche getrennten Formulierungen vorlie- 
gen, sind diese aufeinander abgestimmt und enthal- 
ten die jeweiligen Wirkstoffe in der Dosierungsein- 45 
heit in denselben Mengen und entsprechenden Ge- 
wichtsverhaltnissen, in denen sie in der 
kombinierten Mischung vorliegen konnen. 

Bei getrennter Anwendung ist es auch moglich, 
daB beide Kombinationspartner nicht gleichzeitig 50 
verabreicht werden. In sotchen Fallen kann zum 
Beispiel das Selegilin 1 ma! pro Tag gegeben werden 
(Dosis zum Beispiel 5-30 mg) und das Amantadin 
gleichzeitig (Dosis zum Beispiel 50 - 200 mg) und 
dann 3 bis 4 weitere Dosen (zum Beispiel zwischen 55 
50 - 200 mg) im Abstand von jeweils 4 Stunden. 

In den flussigen Zubereitungen liegt das Amanta- 
din beispielsweise in Konzentrationen von 2-10, 
vorzugsweise 4-6, insbesondere 5 Gewichtspro- 
zent und das Selegilin in Konzentrationen von 0,1 - 60 
1, vorzugsweise 0,3 - 0,5, insbesondere 0,375 Ge- 
wichtsprozent vor. 

Fur Zubereitungen, bei denen die erfindungsge- 
maBe Kombination im geschmolzenem Hartfett su- 
spendiert und homogenisiert wird, werden beispiels- 65 



weise pro 1 Gewichtteil Amantadin (in der Kombinati- 
on) Oder pro 1 Gewichtsteil Selegilin (falls das 
Selegilin als getrennte Formulierung vorliegt) 10-50 
Gewichtsteile Hartfett verwendet, wobei gegebe- 
nenfalls auch 0,01 - 1 Gewichtsteile (bezogen auf 1 
Gewichtsteil Amantadin) Sojalecithin zusStzlich bei- 
gemischt werden k5nnen. 

Fur die Herstellung von Zubereitungen in Form 
von Tabletten oder Kapseln werden zum Beispiel 
pro 1 Gewichtsteil Amantadin (in der Kombination) 
Oder pro 1 Gewichtsteil Selegilin (falls das Selegilin 
als getrennte Formulierung vorliegt) 0,01 - 0,5 Ge- 
wichtsteile Starke oder Gelatine oder 0,005 - 0,3 
Gewichtsteile Vinylpyrrolidon-Vinylacetat-Copoly- 
merisat zur Granulierung venvendet. Gegebenen- 
falls konnen vorher pro 1 Gewichtsteil Amantadin (in 
der Kombination) oder pro 1 Gewichtsteil Selegilin 
(falls das Selegilin als getrennte Formulierung vor- 
liegt) 0,01 - 10 vorzugsweise 0,05 - 1 Gewichtsteile 
Calciumhydrogenphosphat zugemischt werden. Das 
erhaltene Granulat wird beispielsweise mrt Luft, de- 
ren Temperatur zwischen 50 - 70*C liegt, getrock- 
net. 

Das trockene Granulat kann beispielsweise noch 
mit 0,005 bis 0,1 Gewichtsteilen Magnesiumstearat, 
0,001 - 0,1 Gewichtsteilen Siiiziumdioxid und/oder 
0,05 - 2 Gewichtsteilen Starke homogen vermischt 
werden (die zuvor angegebenen Gewichtsteile be- 
ziehen sich jeweils pro 1 Gewichtsteil Amantadin (in 
der Kombination) oder pro 1 Gewichtsteil Selegilin 
(falls das Selegilin als getrennte Formulierung vor- 
liegt). 

Beispiele 

Beispiel 1 

Injektionslosung mit 100 mg Amantadinhydrochlorid 
und 7,5 mg Selegilinhydrochlorid 

25 g Amantadinhydrochlorid und 1 ,875 g Selegilin- 
hydrochlorid werden nacheinander in 450 mi mit 
Stickstoff begastem Wasser fur Injektionszwecke 
geldst. Die Losung wird mit Stickstoff begastem 
Wasser fur Injektionszwecke auf 500 ml aufgefullt 
und nach sorgfaltigem Mischen und unter weiterer 
Stickstoffbegasung durch ein Membranfilter der 
Porenweite 0,2 um mit Glasfaservorfilter steril fil- 
triert. Das Filtrat wird unter aseptischen Bedingun- 
gen sowie unter Stickstoffbegasung in farblose Am- 
pullen, Inhalt 2 ml. abgefullt. 2 mi der Losung enthal- 
ten 100 mg Amantadinhydrochlorid und 7,5 mg 
Selegilinhydrochlorid. 

Beispiel 2 

Kapseln mit 100 mg Amantadinhydrochlorid und 7,5 
mg Selegilinhydrochlorid 

10 kg Amantadinhydrochlorid werden unter Ver- 
wendung eines geeigneten Mischers mit 0,75 kg Se- 
legilinhydrochlorid intensiv gemischt. Danach wird 
die Mischung in einer Wirbelschicht-Spruhgranula- 
tionsapparatur mit einer Losung aus 0,25 kg Gelati- 
ne in 2,25 kg Wasser in bekannter Weise granu- 
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liert. Nach Zumischen von 0,85 kg MaisstSrke, 0,1 
kg Magnesiumstearat und 0.05 kg hochdispersem 
Siliziumdioxid wird die Mischung in einer FOIImenge 
von jeweils 120 mg in Hartgelatinekapsein der GroBe 
2 gefullt. Eine Kapsel enthalt 100 mg Amantadinhy- 
droclilorid und 7,5 mg Selegilinliydrochlorid. 



Patentanspruche fiir die Vertragsstaaten: AT, BE, 
CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, ML, SE 

1. Erzeugnis zur Bekampfung der Parkinson- 
schen Krankheit, von Depressionen, der Narkolep- 
sie und dem hirnorganischen Psychotydiom, da- 
durch gekennzeiclinet, daB es neben den ubiiciien 
pliarmazeutischen Trager- und/oder Verdunnungs- 
beziehungsweise Hilfsstoffen Amantadin und Sele- 
gilin oder jeweils ein ptiysiologisch unbedenkliciies 
Salz beider Wirkstoffe in einer eine synergistische 
Wirkung erzeugenden Menge enthalt und in einer 
Form voriiegt. die sowolil eine gemeinsame als auch 
eine getrennte tlierapeutische Anwendung beider 
Wirkstoffe gestattet 

2. Erzeugnis nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB in der Kombination auf ein Gewichts- 
teil Selegiiin jeweils 0,4 bis 800 Gewichtsteile Aman- 
tadin kommen. 

3. Erzeugnis nach einem oder mehreren der vor- 
angegangenen Anspruche, dadurch gekennzeich- 
net, daB in der Dosierungseinheit die Kombination 
20 bis 800 mg, vorzugsweise 50 bis 600 mg, Amanta- 
din und 1 bis 50 mg, vorzugsweise 3 bis 40 mg, Sele- 
giiin enthalt. 

4. Verfahren zur Hersteilung eines Erzeugnis- 
ses nach einem oder mehreren der vorangegange- 
nen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB man 
1 Gewichtsteil Selegiiin und 0,4 bis 800 Gewichtstei- 
le Amantadin, wobei die Wirkstoffe auch in Form ih- 
rer physiologisch unbedenklichen Saize vorliegen 
konnen, zusammen mit ublichen Trager- und/oder 
Verdunnungs- beziehungsweise Hilfsstoffen zu ei- 
nem Erzeugniss verarbeitet, welches der Dosie- 
rungseinheit 20 bis 800 mg Amantadin und 1 bis 50 
mg Selegiiin enthalt. 

5. Verfahren zur Hersteilung eines Erzeugnis- 
ses nach einem oder mehreren der vorangegange- 
nen Anspruche, dadurch gekennzeichnet. daB man 
1 Gewichtsteil Selegiiin und 0,4-800 Gewichtsteile 
Amantadin oder deren Seize mit physiologisch unbe- 
denklichen Sauren zusammen mit ublichen Trager- 
und/oder Verdunnungs- beziehungsweise Hilfs- 
stoffen bei Temperaturen zwischen 20 und BO^C 
vermischt beziehungsweise homogenisiert. die so 
erhaltene Mischung zur Hersteilung von Zuberei- 
tungen, die in der Dosierungseinheit 20-800 mg 
Amantadin und 1-50 mg Selegiiin enthalten, in Hohl- 
zellen entsprechender GroBe ausgieBt oder in Kap- 
seln entsprechender GroBe abfullt oder zu Tablet- 
ten verpreBt oder granuliert und dann gegebenen- 
falls unter Zusatz von weiteren ublichen 
Hilfsstoffen in Kapsein fulit oder zu Tabletten ver- 
preBt Oder unter Venwendung physiologisch unbe- 
denklicher Losungsmitte! L6sungen beziehungswei- 
se Dispersionen herstellt, wobei in solchen flussi- 
gen Zubereitungen die Konzentration an Amantadin 



2-10 Gewichtsprozent und an Selegiiin 0, 1-1 Ge- 
wichtsprozent ist 

6. Verfahren zur Hersteilung eines Erzeugnis- 
ses nach einem oder mehreren der vorangegange- 
nen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB man 
1 Gewichtsteil Selegiiin und 0,4-800 Gewichtsteile 
Amantadin oder deren SaIze mit physiologisch unbe- 
denklichen Sauren, gegebenenfalls mit mindestens 
einem der Hilfsstoffe Starke, Cellulose, Calciumhy- 
drogenphosphat und modifizierte St§rke vermischt. 
mit einer wassrigen Gelatinelosung oder Starkel5- 
sung Oder einem wSssrigen Vinylpyrrolidon- 
Vinylacetat Copolymerisat granuliert und das so er- 
haltene Granulat mit Magnesiumstearat und hoch- 
dispersem Siliziumdioxid sowie gegebenenfalls auch 
Starke und/oder Cellulose vermischt und zu Tablet- 
ten verpreBt oder in Kapsein abfullt. 

7. Verfahren zur Hersteilung eines Erzeugnis- 
ses nach einem oder mehreren der vorangegange- 
nen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB man 
1 Gewichtsteil Selegiiin und 0,4-800 Gewichtsteile 
Amantadin oder deren Salze mit physiologisch unbe- 
denklichen Sauren, gegebenenfalls nach Zusatz 
von Sojalecithin, bei Temperaturen zwischen 33- 
37**C in geschmoizenem Hartfett suspendiert und 
homogenisiert und anschlieBend die Mischung in 
Hohizeilen ausgieBt. 

8. Gemeinsame Verwendung von Amantadin und 
Selegiiin zur Hersteilung von Erzeugnissen nach ei- 
nem Oder mehreren der vorangegangenen Anspru- 
che. 

PatentansprQche f Qr die Vertragsstaaten : ES, GR 

1. Verfahren zur Hersteilung eines Erzeugnisses 
zur Bekampfung der Parkinsonschen Krankheit, 
von Depressoinen, der Narkolepsie und dem hirnor- 
ganischen Psychotydtom, welches Amantadin und 
Selegiiin oder jeweils ein physiologisch unbedenkli- 
ches Salz beider Wirkstoffe in einer eine synergi- 
stische Wirkung erzeugenden Menge enthalt und in 
einer Form vorliegt, die sowohl eine gemeinsame als 
auch eine getrennte therapeutische Anwendung bei- 
der Wirkstoffe gestattet, dadurch gekennzeichnet, 
daB man 1 Gewichtsteil Selegiiin und 0, 4 bis 800 Ge- 
wichtsteile Amantadin wobei die Wirkstoffe auch in 
Formihrer physiologisch unbedenklichen Salze vor- 
liegen konnen, zusammen mit ublichen Trager- 
und/oder Verdunnungs- beziehungsweise Hilfs- 
stoffen zu einem Erzeugniss verarbeitet, welches 
in der Dosierungseniheit 20 bis 800 mg Amantadin 
und 1 bis 50 mg Selegiiin enthalt. 

2. Verfahren zur Hersteilung eines Erzeugnis- 
ses nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
man 1 Gewichtsteil Selegiiin und 0,4-800 Gewichts- 
teile Amantadin oder deren Salze mit physiologisch 
unbedenklichen Sauren zusammen mit ublichen Tra- 
ger- und/oder Verdunnungs- beziehungsweise 
Hilfsstoffen bei Temperaturen zwischen 20 und 
eoo^'c vermischt beziehungsweise homogenisiert, 
die so erhaltene Mischung zur Hersteilung von Zu- 
bereitungen, die in der Dosierungseinheit 20-800 
mg Amantdin und 1-50 mg Selegiiin enthalten, in 
Hohizeilen entsprechender GroBe ausgieBt oder in 
Kapsein entsprechender GrdBe abfullt oder zu Ta- 
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bletten verpreBt oder granuliert und dann gegebe- 
nenfalls unter Zusatz von weiteren Oblichen Hilfs- 
stoffen in Kapsein fullt oder zu Tabletten verpreBt 
Oder unter Verwendung physiologisch unbedenkli- 
cher Losungsmittel Lfisungen beziehungsweise 5 
Dispersionen herstelit, uobei in soLchen flOssigen 
Zubereitungen die Konzentration an Amantadin 2 - 
10 Gewichtsprozent und an SelegiLin 0, 1 - 1 Qe- 
wichtsprozent ist. 

3. Verfahren zur Herstellung eines Erzeugnis- 10 
ses nach einem oder mehreren der vorangegange- 

nen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB man 
1 Gewichtsteil Selegilin und 0,4-800 Gewichtsteile 
Amantadin oder deren Salze mit piiysiologisch unbe- 
denl^lichen Sauren gegebenenfails mit mindestens 15 
einem der Hilfsstoffe Starke, Cellulose, Calcium- 
hydrogenphosphat und modifizierte Starke ver- 
mischt, mit einer wassrigen Gelatinelosung oder 
StSrkeldsung oder einem wassrigen Vinylpyrrolidon 
Vinylacetat Copolymerisat granuliert und das 20 
erhaitene Granulat mit Magnesiumstearat und so 
hochdispersem Siliziumdioxid sowie gegebenenfails 
auch Starke und/oder Cellulose vermischt und zu 
Tabletten verpreBt oder in Kapsein abfullt. 

4. Verfahren zur Herstellung eines Erzeugnis- 25 
ses nach einem der mehreren der vorangegange- 

nen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB man 
1 Gewichtsteil Selegilin und 0, 4 - 800 Gewichtsteile 
Amantadin oder deren Salze mit physiologisch unbe- 
denklichen Sauren gegebenenfails nach Zusatz 30 
von Sojalecithin, bei Temperaturen zwischen 33- 
37*C in geschmolzenem Hartfett suspendiert und 
homogenisiert und anschlieBend die Mischung in 
HohLzellen ausgieBt. 

35 

Claims for the contracting states: AT, BE, CH, DE, 
FR. GB, IT, LI, LU, NL, SE 

1. A product for the treatment of Parkinson's dis- 
ease, depression, narcolepsy and cerebro-organic 40 
psychotydioma, characterized in that, In addition to 

the usual pharmaceutical excipients and/or diluents 
or auxiliaries, it contains amantadine and/or sele- 
giline or a physiologically acceptable salt thereof in 
a quantity which produces a synergistic effect and 45 
is present in a form which enables the two active 
substances to be therapeutically applied both to- 
gether and also separately. 

2. A product as claimed in claim 1, characterized 

in that the combination contains 0.4 to 800 parts by 50 
weight amantadine to 1 part by weight selegiline. 

3. A product as claimed in one or more of the pre- 
ceding claims, characterized in that the combination 
contains 20 to 800 mg and preferably 50 to 600 mg 
amantadine and 1 to 50 mg and preferably 3 to 40 mg 55 
selegiline in the dosage unit. 

4. A process for the preparation of the product 
claimed in one or more of the preceding claims, char- 
acterized in that 1 part by weight selegiline and 0.4 

to 800 parts by weight amantadine, optionally in the 60 
form of their physiologically acceptable salts, are 
processed together with typical excipients and/or 
diluents or auxiliaries to form a product containing 
20 to 800 mg amantadine and 1 to 50 mg selegiline in 
the dosage unit. 65 



5. A process for the preparation of the product 
claimed in one or more of the preceding claims, char- 
acterized in that 1 part by weight selegiline and 0.4 
to 800 parts by weight amantadine or salts thereof 
with physiologically acceptable acids are mixed or 
homogenized together with typical excipients and/or 
diluents or auxiliaries at temperatures in the range 
from 20 to 80*'C, the resulting mixture - for the pro- 
duction of preparations containing 20 to 800 mg 
amantadine and 1 to 50 mg selegiline in the dosage 
unit - is poured out into hollow cells of correspond- 
ing size or packed into capsules of corresponding 
size or compressed to tablets or granulated and 
then packed Into capsules or compressed to tab- 
lets, optionally with addition of other typical auxilia- 
ries, or solutions or dispersions are prepared using 
physiologically acceptable solvents, the concentra- 
tions of amantadine and selegiline in such liquid 
preparations being 2-10% by weight and 0.1-1% by 
weight, respectively, 

6. A process for the preparation of the product 
claimed in one or more of the preceding claims, 
characterized in that 1 part by weight selegiline and 
0.4 to 800 parts by weight amantadine or salts 
thereof with physiologically acceptable acids, 
optionally mixed with at least one of the auxiliaries 
starch, cellulose, calcium hydrogen phosphate and 
modified starch, are granulated with an aqueous 
gelatine solution or starch solution or an aqueous 
vinyl pyrroiidone/vinyl acetate copolymer and the 
granulate thus obtained is mixed with magnesium 
stearate and highly disperse silicon dioxide and. op- 
tionally, with starch and/or cellulose and the result- 
ing mixture is compressed to tablets or packed in 
capsules. 

7. A process for the preparation of the product 
claimed in one or more the preceding claims, charac- 
terized in that 1 part by weight selegiline and 0.4 to 
800 parts by weight amantadine or salts thereof with 
physiologically acceptable acids are suspended and 
homogenized in molten hard fat at temperatures of 
33 to 37°0, optionally after the addition of soybean 
lecithin, and the mixture is subsequently poured out 
into hollow ceils. 

8. The use of amantadine and selegiline together 
for the preparaton of the products claimed in one 
or more of the preceding claims. 

Claims for the contracting states: ES, GR 

1. A process for the production of a product for 
the treatment of Parkinson's disease, depression, 
narcolepsy and cerebro-organic psychotydioma, 
which contains amantadine and selegiline or a physi- 
ologically acceptable salt thereof in a quantity which 
produces a synergistic effect and is present in a 
form which enables the two active substances to be 
therapeutically applied both together and also sepa- 
rately, characterized in that 1 part by weight sele- 
giline and 0.4 to 800 parts by weight amantadine, op- 
tionally in the form of their physiologically accepta- 
ble salts, are processed together with typical 
excipients and/or diluents or auxiliaries to form a 
product containing 20 to 800 mg amantadine and 1 to 
50 mg selegiline in the dosage unit. 
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2. A process for the preparation of a product as 
claimed in claim 1, characterized in that 1 part by 
weight selegiline and 0.4 to 800 parts by weight 
amantadine or salts thereof with physiologically ac- 
ceptable acids are mixed or homogenized together 
with typical excipients and/or diluents or auxiliaries 
at temperatures in the range from 20 to 80*C, the 
resulting mixture - for the production of prepara- 
tions containing 20 to 800 mg amantadine and 1 to 50 
mg selegiline in the dosage unit - is poured out into 
hoilow cells of corresponding size or packed into 
capsules of corresponding size or compressed to 
tablets or granulated and then packed into capsules 
or compressed to tablets, optionally with addition of 
other typical auxiliaries, or solutions or dispersions 
are prepared using physiologically acceptable sol- 
vents, the concentrations of amantadine and sele- 
giline in such liquid preparations being 2-10% by 
weight and 0.1-1% by weight, respectively. 

3. A process for the preparation of a product as 
claimed in one or more of the preceding claims, char- 
acterized in that 1 part by weight selegiline and 0.4 
to 800 parts by weight amantadine or salts thereof 
with physiologically acceptable acids, optionally 
mixed with at least one of the auxiliaries starch, cel- 
lulose, calcium hydrogen phosphate and modified 
starch, are granulated with an aqueous gelatine so- 
lution or starch solution or an aqueous vinyl pyrro- 
lidone/vinyl acetate copolymer and the granulate 
thus obtained is mixed with magnesium stearate and 
highly disperse silicon dioxide and, optionally, with 
starch and/or cellulose and the resulting mixture is 
compressed to tablets or packed in capsules. 

4. A process for the preparation of a product as 
claimed in one or more of the preceding claims, char- 
acterized in that 1 part by weight selegiline and 0.4 
to 800 parts by weight amantadine or salts thereof 
with physiologically acceptable acids are suspend- 
ed and homogenized in molten hard fat at tempera- 
tures of 33 to 37*»C, optionally after the addition of 
soybean lecithin, and the mixture is subsequently 
poured out into hollow cells. 

Revendications pour les Etats contractants: AT, 
BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

1. Produit utilisable dans la lutte centre la maladie 
de Parkinson, ies depressions, la narcolepsie et le 
psychosyndrome organocer6bral, caracterise en 
ce qu*il contient, outre les excipients et/ou diluants 
ou adjuvants pharmaceutiques usuels, de Tamanta- 
dine et de la s^l§giline ou un sel physiologiquement 
acceptable de chacune de ces deux substances ac- 
tives dans une quantite qui produit un effet synergi- 
que, et en ce qu'il se presente sous une forme qui 
permet aussi bien une application th^rapeutique 
commune que separee des deux substances acti- 
ves. 

2. Produit selon la revendication 1, caract^ris4 
en ce qu'il entre chaque fois dans la combinaison, 
pour 1 partie en poids de s§l4giline, de 0.4 a 800 
parties en poids d*amantadine. 

3. Produit selon la revendication 1 ou 2, caracteri- 
se en ce que la combinaison contient, dans I'unit^ 
posologique, de 20 a 800 mg, de preference de 50 k 



600 mg d*amantadine et de 1 a 50 mg, de preference 
de 3 a 40 mg de selegiline. 

4. Precede de preparation d'un produit selon 
I'une quelconque des revendications 1 k 3, caracte- 

5 rise en ce qu'on travallle 1 partie en poids de selegili- 
ne et 0,4 k 800 parties en poids d'amantadine, ces 
substances actives pouvant aussi se presenter 
sous forme de leurs sels physiologiquement accep- 
tables, avec des excipients et/ou diluants ou adju- 

10 vants usuels. pour former un produit qui contient, 
dans I'unite posologique, de 20 k 800 mg d'amantadi- 
ne et de 1 a 50 mg de selegiline. 

5. Precede de preparation d'un produit selon 
rune quelconque des revendications 1 a 3, caracte- 

15 rise en ce qu*on melange ou homogeneise avec des 
excipients et/ou diluants ou adjuvants usuels, a des 
temperatures comprises entre 20 et 80**C, 1 partie 
en poids de selegiline et 0,4 k 800 parties en poids 
d*amatadine ou de leurs sels avec des acides phy- 

20 siologiquement acceptables et, pour la confection 
de preparations qui contiennent de 20 k 800 mg 
d*amatadine et de 1 ^ 50 mg de selegiline dans I'unite 
posologique, on verse le melange ainsi obtenu dans 
des cellules creuses de dimensions appropriees ou 

25 on en remplit des capsules de dimensions appro- 
priees ou on le presse en comprimes ou on le granu- 
le, puis, avec addition eventuelle d'autres adju- 
vants usuels, on en remplit des capsules ou on le 
presse en comprimes, ou on prepare des solutions 

30 ou des dispersions en utilisant des solvants physio- 
logiquement acceptables, les concentrations d'ama- 
tadine et de selegiline dans de telles preparations li- 
quides etant respectivement de 2 a 10% en poids et 
deO,1 &1% en poids. 

35 6. Precede de preparation d'un produit selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracte- 
rise en ce qu'on melange 1 partie en poids de selegili- 
ne et 0,4 a 800 parties en poids d'amantadine ou de 
leurs sels avec des acides physiologiquement ac- 

40 ceptables, eventuellement avec au moins I'un des 
adjuvants amidon, cellulose, hydrogenophosphate 
de calcium et amidon modifie, on le granule avec une 
solution aqueuse de gelatine, une solution d'amidon 
ou un copolymere vinylpyrrolidone/acetate de viny- 

45 le aqueux, en melange le granule ainsi obtenu avec 
du stearate de magnesium, du dioxyde de silicium 
fortement disperse et eventuellement de Tamidon 
et/ou de la cellulose et on le presse en comprimes ou 
on en remplit des capsules. 

50 7. Precede de preparation d'un produit selon 
I'une quelconque des revendications 1 ii 3, caracte- 
rise en ce qu'on met en suspension et on homogenei- 
se dans une graisse dure fondue, a une temperatu- 
re comprise entre 33 et 37*C, 1 partie en poids de 

55 selegiline et 0,4 a 800 parties en poids d'amatadine 
ou de leurs sels avec des acides physiologiquement 
acceptables, eventuellement apres addition de leci- 
thine de soja, puis en verse le melange dans ces cel- 
lules creuses. 

60 8. Utilisation simultanee d'amantadine et de selegi- 
line pour la preparation de produits selon I'une quel- 
conque des revendications 1 a 3. 
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Revendications pour les Etats contractants: ES, GR thine de soja, puis on verse le melange dans des cel- 

lules creuses. 

1. Proc6d6 de preparation d'un produit utilisable 
dans la lutte centre la maladie de Parl^inson, les de- 
pression, la narcolepsie et le psychosyndrome or- 5 
ganoc6rebral, produit qui contient de I'amantadine 

et de la selegiline ou un sel physiologiquement ac- 
ceptable de chacune de ces deux substances acti- 
ves dans une quantite produisant un effet synergi- 
que, et qui se pr6sente sous une forme qui permet 10 
aussi bien une application th6rapeutique commune 
que s§paree des deux substances actives. caract6- 
rise en ce qu'on travaille 1 partie en poids de selegili- 
ne et 0,4 a 800 parties en poids d'amatadine, ces 
substances actives pouvant aussi se presenter 15 
sous forme de leurs sels physiologiquement accep- 
tables. avec des excipients et/ou diluants ou adju- 
vants usuels, pour former un produit qui contient, 
dans runite posologique, de 20 a 800 mg d'amatadine 
et de 1 a 50 mg de s6l6giline, 20 

2. Proc§d§ de preparation d'un produit selon la 
revendication 1, caract6rise en ce qu'on melange ou 
homog6n6ise avec des excipients et/ou diluants ou 
adjuvants usuels, a des temperatures comprises 
entre 20 et 80*, 1 partie en poids de selegiline et 0,4 25 
k 800 parties en poids d'amatadine ou de leurs sels 
avec des acides physiologiquement acceptables et, 
pour la confection de preparations qui contiennent 

de 20 a 800 mg d'amantadine et de 1 a 50 mg de 
selegiline dans Tunite posologique, on verse le 30 
melange ainsi obtenu dans des cellules creuses de 
dimensions appropriees ou on en remplit des cap- 
sules de dimensions appropriees ou on le presse en 
comprimes ou on le granule, puis, avec addition 
eventuelle d'autres adjuvants usuels, on en remplit 35 
des capsules ou on le presse en comprimes, ou on 
prepare des solutions ou des dispersions en 
utilisant des solvents physiologiquement accep- 
tables, les concentrations d'amatadine et de sele- 
giline dans de telles preparations liquides etant 40 
respectivement de 2 ^ 1 0% en poids et de 0,1 a 1 % en 
poids. 

3. Procede de preparation d'un produit selon la 
revendication 1 ou 2, caracterise en ce qu'on melan- 
ge 1 partie en poids de selegiline et 0,4 a 800 parties 45 
en poids d'amatadine ou de leurs sels avec des aci- 
des physiologiquement acceptables. eventuellement 
avec du moins I'un des adjuvants amidon, cellulose, 
hydrogenophosphate de calcium et amidon modifie, 

on le granule avec une solution aqueuse de geiati- 50 
ne, une solution d'amidon ou un copolymere vinyl- 
pyrrolidone/acetate de vinyle aqueux, on melange le 
granule ainsi obtenu avec du stearate de magne- 
sium, du dioxyde de silicium fortement disperse et 
eventuellement de I'amidon et/ou de la cellulose et 55 
on le presse en comprimes ou on en remplit des cap- 
sules. 

4. Precede de preparation d'un produit selon 
Tune quelconque des revendications 1^3. caracte- 
rise en ce qu'on met en suspension et on homogenei- 60 
se dans une graisse dure fondue, k une temperatu- 
re comprise entre 33 et 37*C, 1 partie en poids de 
selegiline et 0,4 k 800 parties en poids d'amatadine 

ou de leurs sels avec des acides physiologiquement 
acceptables. eventuellement apres addition de leci- 65 
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